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INTRODUÇÃO 
 
1. Os vasos sanguíneos 
Os vasos sanguíneos formam uma complexa rede tubular que irriga o organismo e que transporta tudo o 
que as células necessitam para o seu regular funcionamento: oxigénio, nutrientes, hormonas, células 
implicadas na defesa imunológica, diversos compostos químicos, minerais e os produtos resultantes do 
metabolismo que necessitamos eliminar. Nenhuma célula fica a uma distância superior a 200 µm de um 
vaso sanguíneo, o que corresponde ao limite da capacidade de difusão do oxigénio através dos tecidos.  
O funcionamento do sistema circulatório foi proposto inicialmente por William Harvey, em 1628, que 
sugeriu que o coração bombeava o sangue para todo o organismo através de artérias e que as veias 
conduziam o sangue de volta ao coração. Foi mais tarde, em 1661, que Marcello Malpighi identificou os 
capilares como estruturas envolvidas na ligação entre as artérias e as veias. O sistema cardiovascular é o 
primeiro sistema a desenvolver-se e a atingir o estado funcional no embrião, reflectindo a importância 
da rede vascular para o desenvolvimento fetal e para o crescimento dos vários órgãos [Coultas e 
colaboradores, 2005].  
Os vasos sanguíneos são constituídos essencialmente por dois tipos de células: células endoteliais (EC), 
que formam a estrutura tubular do vaso e contactam directamente com o sangue, e células que 
revestem o endotélio, as células murais, responsáveis pela estabilização do vaso sanguíneo. As células 
murais podem ter fenótipos variáveis que vão desde os pericitos às células de músculo liso vascular 
(VSMC) [Sims, 2000]. Os pericitos aparecem isolados nos vasos de menor dimensão, os capilares, e 
revestem os vasos de dimensões intermédias, as arteríolas e as vénulas, com uma única camada, 
evitando o derrame do vaso. As VSMC envolvem as EC dos vasos intermédios ou de maior calibre, as 
artérias e as veias, com uma ou várias camadas celulares e regulam a compressão e vasodilatação do 
vaso sanguíneo [Gerhardt e Betsholtz, 2003]. 
 
2. Formação de vasos sanguíneos 
A formação de vasos sanguíneos pode ocorrer por diferentes mecanismos. Os primeiros vasos 
sanguíneos formados durante a embriogénese têm origem nos angioblastos que se diferenciam em EC, 
organizando-se depois e dando origem a um plexo vascular primário, num processo designado por 
 Introdução 
 
 
 
-4- 
 
vasculogénese (formação de novo de EC) [Coultas e colaboradores, 2005]. Diversos estudos têm 
sugerido que a vasculogénese também pode ocorrer no indivíduo adulto, nomeadamente em processos 
associados ao crescimento tumoral ou à cicatrização, sendo recrutadas células precursoras endoteliais 
(EPC) que podem ter origem nas células de tecidos embrionários ou na medula óssea e que se 
diferenciam no novo endotélio [Sata e Nagai, 2004]. A rede vascular inicialmente formada no embrião 
sofre posteriormente um processo de expansão e remodelação originando um sistema vascular maduro 
mais complexo e hierarquizado, constituído por uma rede organizada de vasos de calibre maior que se 
ramificam em vasos mais pequenos. Este processo envolve a formação de novos vasos sanguíneos a 
partir de outros pré-existentes e é designado por angiogénese [Folkman, 1971]. Através da 
arteriogénese, ocorre depois um espessamento da camada de VSMC, que reveste os vasos, conferindo 
ao vaso maior estabilidade e controlo da perfusão sanguínea [Semenza, 2007]. Os tecidos podem ainda 
ser vascularizados por outros mecanismos tais como intussuscepção, e no caso de cancro por co-opção, 
mimetização vascular e mosaicismo, mas a relevância desses processos ainda não é conhecida 
[Carmeliet e Jain, 2011]. Recentemente foi descrito um novo processo de vascularização de tecidos em 
cicatrização, o looping angiogénico [Kilarski e colaboradores, 2009]. Neste processo, os fibroblastos e os 
miofibroblastos presentes na zona em cicatrização promovem a rápida vascularização das lesões 
forçando a contracção do tecido de granulação e atraindo para o local de cicatrização vasos maduros 
que se encontram na proximidade da lesão e que se vão alongando para o tecido de granulação, 
formando loops.  
 
3. Angiogénese 
O termo angiogénese foi usado pela primeira vez em 1787 por John Hunter, um cirurgião britânico, para 
descrever o crescimento de novos vasos sanguíneos em chifres de rena. Só muito mais tarde, em 1935, 
Arthur Tremain Hertig descreveu a observação do processo angiogénico na placenta de primatas. 
Actualmente, a angiogénese é reconhecida como um processo complexo que decorre em várias etapas e 
envolve a interacção entre diferentes tipos de células, a matriz extracelular (ECM), diversas citocinas e 
factores de crescimento, sendo estritamente regulado pelo balanço entre factores pró-angiogénicos e 
inibidores da angiogénese. A angiogénese tem início quando um estímulo pró-angiogénico é libertado 
num local e se difunde através da ECM na sua vizinhança, activando as EC próximas, que libertam 
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proteases, iniciando-se a degradação da membrana basal e da ECM. Durante este processo, as células 
murais destacam-se das EC, permitindo a sua proliferação e migração em direcção ao gradiente de VEGF 
formado, num processo designado por crescimento angiogénico ou sprouting angiogénico (figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Sprouting angiogénico 
 
Foi recentemente descrito que durante o sprouting angiogénico ocorre uma especialização das EC que 
adquirem funções diferentes e cuja articulação é necessária de modo a formar um vaso funcional [De 
Smet e colaboradores, 2009]. As EC que se encontram na extremidade dos vasos sanguíneos em 
formação, as células tip, possuem evaginações da membrana citoplasmática, os filopodia (figura 2). Os 
filopodia são sensíveis e respondem a gradientes de diversos factores na sua proximidade que 
controlam a migração destas EC. Imediatamente a seguir às células tip, surgem as células stalk. Estas 
células proliferam, alongam o vaso e formam um lúmen, estabelecendo a circulação. O outro tipo de 
células envolvido neste processo são as células phalank, as EC mais quiescentes, de vasos consolidados, 
responsáveis pela manutenção da estabilidade do vaso sanguíneo. 
 
 
Ang2
Ang1
VEGF
PDGFB PDGFR ß
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VEGFR2
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Fibroblastos
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Figura 2 – Diferenciação das células endoteliais durante o sprouting angiogénico 
 
Após a anastomose, isto é a fusão de novos vasos em crescimento, forma-se um novo capilar, que vai 
sendo recoberto pela membrana basal e rodeado por células murais, originando um vaso mais estável e 
conduzindo à extensão da rede vascular [Carmeliet, 2000]. Durante as últimas fases de maturação 
vascular, os novos vasos formados vão sendo cortados ou “podados” (pruning angiogénico), um 
mecanismo fisiológico que regula a perfusão em função das necessidades metabólicas do tecido, 
evitando a formação de uma rede vascular demasiado densa pelos novos vasos e tornando-a mais 
eficaz.  
 
3.1. Estímulos angiogénicos 
Hipóxia 
O funcionamento normal dos tecidos e órgãos do organismo depende de uma irrigação sanguínea 
eficiente o que implica a existência de uma vasculatura intacta e madura. Quando o fornecimento de 
sangue não é suficiente, as áreas pouco irrigadas entram em isquemia e, consequentemente, em 
hipóxia. Esta constitui um dos principais estímulos à ocorrência de angiogénese, que restituirá a 
irrigação sanguínea a esse tecido [Fraisl e colaboradores, 2009].  
O mecanismo molecular subjacente ao efeito pró-angiogénico da hipóxia está bem estudado. As células 
possuem sensores de oxigénio, tais como as prolil-hidroxílases (PHD), que, na presença de oxigénio, 
hidroxilam o factor alfa induzido pela hipóxia (HIFα). Esta hidroxilação induz a interacção do HIFα com a 
proteína von Hippel-Lindau (VHL), o que conduz à degradação proteolítica do HIFα. Em situação de 
hipóxia, não ocorre a hidroxilação do HIFα que deixa assim de ser degradado. Como consequência, as 
sub-unidades HIFα associam-se à subunidade HIFβ, insensível ao oxigénio e expressa constitutivamente, 
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originando um factor de transcrição de diversos genes associados à angiogénese, como, por exemplo, do 
factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF) [Forsythe e colaboradores, 1996]. Existem três 
factores induzidos pela hipóxia, HIF1α, HIF2α, HIF3α. O HIF1α é ubiquamente expresso, e parece 
responder a situações graves de hipóxia, estimulando a expressão de genes envolvidos na glicólise. No 
entanto, a estabilização do HIF1α pode ocorrer na presença de concentrações normais de oxigénio, 
através de um mecanismo que envolve o factor nuclear kapa-B (NFκB), um factor de transcrição central 
na regulação do processo inflamatório, estabelecendo uma ligação entre o processo inflamatório e o 
HIF1α [Rius e colaboradores, 2008]. A modulação da função vascular e da angiogénese em resposta à 
hipóxia é especialmente regulada pelo HIF2α, cuja expressão está aumentada nas EC, onde regula a 
expressão de genes específicos destas células como o receptor 2 das angiopoietinas (Tie2), e o receptor 
2 do VEGF (VEGFR2) [Hu e colaboradores, 2003; Mowat e colaboradores, 2010]. A função do HIF3α 
ainda não está completamente esclarecida. Estudos recentes sugerem que a remodelação vascular 
induzida pela hipóxia pode ser regulada pela actividade de enzimas modificadoras da ECM, afectando a 
disponibilidade de factores de crescimento associados à ECM [van Hinsbergh e Koolwijk, 2008].  
 
Inflamação  
A inflamação é um processo biológico complexo, mediado pelo sistema imunológico, que envolve 
diferentes tipos de células e factores que actuam coordenadamente de forma a proteger o organismo 
de agressões patogénicas, traumáticas ou tóxicas. O processo inflamatório é regulado por factores pró- 
e anti-inflamatórios, sendo auto-limitado, o que permite prevenir eventuais danificações no tecido. No 
entanto, se o estímulo persistir ou o processo se desregular, estabelece-se a inflamação crónica.  
A inflamação crónica e a angiogénese são dois processos que ocorrem muitas vezes associados. De 
facto, as células inflamatórias libertam factores que promovem e regulam o crescimento vascular. Os 
leucócitos estão directamente implicados na angiogénese, participando na condução das células tip, na 
anastomose e no pruning vascular [Fantin e colaboradores, 2010; Ishida e colaboradores, 2003]. Foi 
também recentemente descrito que a exposição de macrófagos à hipóxia aumenta a sua maturação e a 
expressão de factores angiogénicos de uma forma significativa [Staples e colaboradores, 2011]. Por 
outro lado, os novos vasos formados sustentam o processo inflamatório, uma vez que levam até ao local 
da inflamação oxigénio e nutrientes adequados às necessidades metabólicas das células no local da 
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resposta inflamatória. Os novos vasos permitem ainda a migração de células do sistema imunológico 
para a zona de inflamação [Costa e colaboradores, 2007; Mor e colaboradores, 2004].  
As células inflamatórias produzem uma diversidade de factores inflamatórios e angiogénicos, entre os 
quais VEGF, interleucina (IL) 1β, IL6, IL8, factor alfa de necrose tumoral (TNFα), angiopoietinas (Ang), 
factor básico de crescimento fibroblástico (bFGF), factor beta transformante do crescimento (TGFβ) e o 
factor B de crescimento derivado de plaquetas (PDGFB).  
O TNFα é uma citocina produzida sobretudo na fase aguda da reacção inflamatória. O efeito pró-
inflamatório do TNFα envolve a activação do NFκB, um factor de transcrição de acção rápida, presente 
nas células numa forma inactiva, que permite uma resposta imediata a um estímulo agressor. O NFκB 
regula os processos inflamatório e angiogénico, mas também o stresse, a proliferação e a apoptose em 
resposta a diferentes estímulos, controlando a expressão de mais de 200 genes. Um destes genes é o 
VEGF [Baldwin, 1996]. O NFκB é um factor de transcrição regulado em parte pelo estado redox da 
célula, sendo sobre-expresso num estado pró-oxidativo [Brar e colaboradores, 2003]. 
 
Stresse oxidativo  
O conceito de stresse oxidativo foi recentemente redefinido por Dean Jones e Helmut Sies como um 
desequilíbrio entre oxidantes e anti-oxidantes a favor dos oxidantes, originando a desregulação da 
sinalização redox e do seu controlo e/ou a danificação molecular [Jones, 2006; Sies e Jones, 2008].   
Diversos estudos indicam que as espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) activam vias de 
sinalização intracelular relacionadas com a angiogénese [Soares e Costa, 2009; Thannickal e Fanburg, 
2000]. Foi já referido que o estado redox da célula tem impacto na regulação do NFκB, que por sua vez 
regula a expressão de diversos factores inflamatórios e angiogénicos, entre os quais o VEGF e o óxido 
nítrico (NO) [Baldwin, 1996; Brar e colaboradores, 2003]. A família das oxídases do fosfato de 
dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido (NADPH) (NOX) produz superóxido a partir de oxigénio 
molecular. Estas enzimas existem na maioria das células, nomeadamente nas EC e VSMC, o que 
demonstra a importância das ROS para a homeostasia celular. As NOX regulam indirectamente a 
expressão de diversos genes associados à apoptose, proliferação, inflamação e angiogénese por 
regulação redox do NFκB. Mecanismos sensíveis ao estado redox podem também promover a 
estabilização do HIF1α, mesmo em condições de normoxia, levando ao aumento da expressão de genes 
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como o VEGF, entre outros, sugerindo que o processo é independente da hipóxia, mas regulado pelas 
ROS [Abe e Berk, 2002; Semenza, 2009].  
O NO é um radical livre e também um importante factor inflamatório, produzido nas células 
inflamatórias pela síntase do NO indutível (iNOS) e no endotélio pela síntase do NO endotelial (eNOS). O 
NO regula a angiogénese directa e indirectamente, e estimula a vasodilatação e a permeabilidade 
vascular, levando à libertação de células inflamatórias no local da inflamação. O NO induz a síntese e 
activação do HIF1α, que promove a expressão do VEGF e este a do NO [Kimura e Esumi, 2003].  
As ciclo-oxigenases e a oxídase da xantina são também enzimas que produzem ROS e que estão 
envolvidas na angiogénese [Costa e colaboradores, 2002; Rojas e colaboradores, 2008]. 
 
3.2. Factores reguladores da angiogénese 
A angiogénese é um processo complexo, regulado por factores pró- e anti-angiogénicos.  
Os inibidores endógenos da angiogénese protegem da activação da angiogénese em condições 
patológicas e limitam a angiogénese fisiológica. O interferão-α foi descrito em 1980 como o primeiro 
inibidor da angiogénese [Brouty-Boye e Zetter, 1980]. Muitos outros inibidores foram depois sendo 
descritos como o factor 4 plaquetário, o tetra-hidrocortisol, a angiostatina, a endostatina e a 
trombospondina-1 [Folkman, 2007a]. Foi na década de 1990 que surgiram os primeiros fármacos anti-
angiogénicos, mas apenas em 2004 foi aprovado, pela Food and Drug Administration, o primeiro 
fármaco desenvolvido para terapia anti-angiogénica, o bevacizumab [Hurwitz e colaboradores, 2004]. Os 
inibidores endógenos da angiogénese, e os novos fármacos anti-angiogénicos que têm sido descobertos, 
regulam os estimuladores endógenos da angiogénese [Folkman, 2007a]. 
 
VEGF 
O VEGF é um potente estimulador do aumento da permeabilidade dos vasos sanguíneos e da 
angiogénese. Foi descoberto em 1989 por Ferrara e colaboradores [Leung e colaboradores, 1989]. A 
família do VEGF consiste num conjunto de factores como o VEGFA (referido normalmente apenas como 
VEGF), considerado o factor angiogénico mais importante e potente, e também o VEGFB, o VEGFC, o 
VEGFD e o factor de crescimento placentário (PlGF). O VEGF tem várias isoformas, formadas por splicing 
alternativo ou processamento proteolítico, sendo o VEGF121, o VEGF165 e o VEGF189 as isoformas mais 
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produzidas pela maior parte das células humanas. As diferentes isoformas têm afinidade diferente para 
o sulfato de heparano, um proteoglicano da ECM. A sinalização pelas várias moléculas de VEGF ocorre 
via três receptores transmembranares do VEGF (VEGFR), com actividade de cínase de tirosina, o 
VEGFR1, o VEGFR2 e o VEGFR3 [Tammela e colaboradores, 2005]. O VEGF estimula a angiogénese 
fisiológica e patológica, sobretudo através da sinalização via VEGFR2. As neuropilinas (NRP) 1 e 2 são co-
receptores do VEGFR2, promovendo a ligação do VEGF ao VEGFR2 [Soker e colaboradores, 1998]. 
Recentemente, foi sugerido que a NRP1 é capaz de regular a migração e o sprouting das EC, 
independentemente do VEGFR2, e que o VEGF121 pode interagir directamente com a NRP1, sem a 
formação do complexo NRP1-VEGFR2 [Pan e colaboradores, 2007]. O VEGF também se liga ao VEGFR1. 
O VEGFR1 existe nas formas membranar e solúvel e foi considerado durante muito tempo apenas um 
regulador negativo da angiogénese, através da sequestração do VEGF, reduzindo a sinalização via 
VEGFR2 [Gille e colaboradores, 2000]. No entanto, evidências recentes sugerem que o VEGFR1 pode 
regular a angiogénese e a inflamação através de sinalização própria. Este receptor está sobre-expresso 
em situações de isquemia e inflamação e em diversos tumores. É ainda expresso no endotélio de vasos 
em crescimento e remodelação, embora também seja detectado em EC quiescentes [Fischer e 
colaboradores, 2008]. O VEGF produzido pelo endotélio em níveis reduzidos mas sustentados, por 
longos períodos de tempo, promove a viabilidade das EC em condições normais. Perante um estímulo 
angiogénico diversos tipos de células como as inflamatórias, tumorais e murais libertam VEGF que 
aumenta a permeabilidade vascular, a proliferação e o sprouting das EC, originando muitas vezes uma 
vasculatura desorganizada e sem células de suporte. O VEGF inibe o recrutamento de pericitos para os 
vasos em formação [Greenberg e colaboradores, 2008] e recruta células provenientes da medula-óssea 
em circulação que são retidas na proximidade dos vasos em formação. Estas células aumentam a 
proliferação das EC no local, através da produção de factores angiogénicos distintos dos produzidos 
pelas células locais [Grunewald e colaboradores, 2006].  
O VEGFB e o PlGF só têm elevada afinidade para o VEGFR1. O VEGFB é expresso em diversos tecidos, 
sendo particularmente abundante no coração, no músculo esquelético e no tecido adiposo castanho. A 
função do VEGFB parece estar ligada ao metabolismo energético. O VEGFB parece redundante para a 
angiogénese fisiológica e o seu papel na angiogénese patológica permanece por esclarecer [Bellomo e 
colaboradores, 2000; Fischer e colaboradores, 2008]. O PlGF estimula a migração e a sobrevivência das 
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EC, aumentando também a proliferação de fibroblastos e de VSMC, o recrutamento de EPC e de 
macrófagos. Este factor estimula a angiogénese, em parte por libertação do VEGF do VEGFR1, 
aumentando a sinalização VEGF-VEGFR2, podendo também formar dímeros com o VEGF. O PlGF 
também estimula a expressão de VEGF, FGF2, PDGFB e metaloproteínases da ECM. Apesar disso, a 
expressão do PlGF é redundante no desenvolvimento vascular e manutenção dos vasos sanguíneos em 
situações fisiológicas. O PlGF é, no entanto, abundantemente expresso em situações patológicas, tendo 
sido sugerido como um marcador específico da angiogénese patológica [Fischer e colaboradores, 2008]. 
O VEGFC e o VEGFD podem ligar-se ao VEGFR2 e ao VEFGR3. O aumento da permeabilidade vascular 
induzida pelo VEGFC e pelo VEGFD foi sempre associado à activação do VEGFR2. A activação do VEGFR3 
tem sido relacionada com a estimulação da linfangiogénese [Achen e colaboradores, 1998; Joukov e 
colaboradores, 1996]. Tammela e colaboradores demonstraram recentemente que o VEGFR3 é 
altamente expresso nas EC dos sproutings angiogénicos, sustentando a proliferação, a migração e a 
sobrevida das EC de um modo independente do VEGFR2, implicando o VEGFR3 na regulação do 
processo angiogénico [Tammela e colaboradores, 2008].  
 
PDGF 
Um dos passos fundamentais na angiogénese, necessário à estabilização e funcionalidade dos vasos 
sanguíneos, é o recrutamento de pericitos para a vasculatura em formação. Os pericitos são inicialmente 
recrutados pelo PDGFB, segregado pelas EC, que fica retido na proximidade do endotélio, e que 
promove a proliferação e a migração das células murais, guiando-as e atraindo-as até às EC, dado que as 
células murais expressam o receptor β do PDGFB (PDGFRβ) [Lindblom e colaboradores, 2003]. À medida 
que rodeiam as EC, os pericitos produzem VEGF necessário à sobrevivência das EC, protegendo-as. No 
entanto, elevadas concentrações de VEGF inibem a sinalização via PDGFRβ e originam deficiências na 
muralização, tornando os vasos permeáveis e tortuosos, levando a hemorragias e à perda de 
funcionalidade.  
 
Angiopoietinas 
A interacção entre endotélio e células murais envolve outras vias de sinalização como é o caso da família 
das Ang Esta família consiste num conjunto de quatro factores de crescimento, Ang1, Ang2 e seus 
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ortólogos Ang3 (Ratinho) e Ang4 (Homem). Todas as Ang são ligandos do Tie2 e a Ang1 e Ang4 podem 
activar também o Tie1 [Saharinen e colaboradores, 2005]. A Ang1 é considerada o principal agonista do 
Tie2 [Suri e colaboradores, 1996], enquanto a Ang2 é, na maioria dos contextos, antagonista do Tie2, 
competindo com a Ang1 [Maisonpierre e colaboradores, 1997]. A acção da Ang3 e da Ang4 não é ainda 
bem conhecida, mas a Ang3 tem sido descrita como antagonista e a Ang4 como agonista do Tie2 
[Valenzuela e colaboradores, 1999]. A Ang1 é produzida por pericitos, pelas VSMC e células tumorais, e 
tem grande afinidade para a ECM, enquanto a Ang2 é produzida pelas células endoteliais. O Tie2 é 
expresso predominantemente nas EC, embora alguns tipos de macrófagos e células tumorais também o 
possam expressar [Armulik e colaboradores, 2005]. Foi identificada uma forma solúvel do Tie2 no 
plasma, que pode estar envolvida na captação de ligandos sem que ocorra sinalização [Reusch e 
colaboradores, 2001]. Quando o vaso sanguíneo está formado, a Ang1 induz a localização do Tie2 na 
zona das junções intercelulares, mantendo o vaso quiescente. A Ang1 também estimula a muralização 
do vaso e a deposição da membrana basal, promovendo a sua estabilização. No entanto, após a ruptura 
de ligações intercelulares no endotélio, estimulada pelo VEGF, a Ang1 promove a localização do Tie2 
para a zona de contacto EC-ECM, acelerando a angiogénese e cooperando com o VEGF [Saharinen e 
colaboradores, 2008]. Na presença de factores inflamatórios e angiogénicos, como o VEGF, as células tip 
do endotélio libertam Ang2, que antagoniza a sinalização Ang1/Tie2, promovendo a desmuralização dos 
vasos, a permeabilidade vascular, a proliferação e o sprouting angiogénico [Fiedler e colaboradores, 
2006; Oh e colaboradores, 1999]. No entanto, na ausência de VEGF, a Ang2 estimula a regressão 
vascular. Dependendo do contexto, a Ang2 pode ainda funcionar como agonista do Tie2 em situações de 
estimulação prolongada [Saharinen e colaboradores, 2010]. 
 
Existem ainda muitos outros factores reguladores da angiogénese como por exemplo o Notch, uma 
família de proteínas transmembranares que, durante o estímulo angiogénico, previne o sprouting 
angiogénico excessivo, promovendo um desenvolvimento ordenado de vasos funcionais [Hellstrom e 
colaboradores, 2007]. O TGFβ parece estimular a libertação de citocinas angiogénicas pelas células 
inflamatórias, induzir a expressão de VEGF e promover a angiogénese tumoral [Gaengel e 
colaboradores, 2009], podendo também ter efeitos anti-angiogénicos, dependendo do contexto e dos 
receptores presentes [Carmeliet e Jain, 2011]. O FGF estimula directa e indirectamente a angiogénese, 
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promovendo a libertação de factores angiogénicos por outros tipos de células [Beenken e Mohammadi, 
2009]. Concentrações baixas de FGF mantêm a integridade vascular, enquanto que a produção excessiva 
de FGF promove a angiogénese tumoral.  
 
3.3. Angiogénese fisiológica e patológica 
A angiogénese é um processo fisiológico vital durante o desenvolvimento embrionário e o crescimento 
do organismo. Na idade adulta, a angiogénese ocorre apenas em situações fisiológicas reguladas em que 
os vasos sanguíneos, apesar de estarem já formados, proliferam durante fenómenos como a cicatrização 
e regeneração dos tecidos, o ciclo menstrual da mulher, a gravidez, o crescimento capilar e em situações 
de isquemia ou de inflamação tecidular [Folkman, 2007b].  
A observação de que o aparecimento de tumores está associado ao aumento da vascularização 
peritumoral foi descrita por Goldman e data de há 100 anos (1907). Mas foi há cerca de 40 anos que 
Judah Folkman propôs que os tumores dependem dos vasos sanguíneos na sua proximidade para 
sobreviverem, e que a destruição desses vasos conduziria à destruição do tumor [Folkman, 1971]. Estas 
descobertas iniciaram uma nova área de estudo: a terapia anti-angiogénica como supressora do 
crescimento tumoral. O conceito de patologias dependentes da angiogénese surgiu em 1972, com o 
reconhecimento de que patologias não neoplásicas associadas a um estado de inflamação crónica e 
muitas vezes de stresse oxidativo, como a psoríase, estão também associadas à angiogénese crónica, 
que amplifica o processo inflamatório [Folkman, 1972]. Seguiram-se desde então descobertas de muitas 
outras patologias associadas à angiogénese [Folkman, 2007b].  
A angiogénese patológica assenta nos mesmos mecanismos moleculares básicos que intervêm na 
angiogénese fisiológica. No entanto, contrariamente ao que acontece na angiogénese fisiológica, na 
angiogénese patológica há um desequilíbrio entre os mecanismos reguladores pró- e anti-angiogénicos 
e o processo não regride, tornando-se persistente. São exemplo de patologias associadas a uma 
excessiva angiogénese o cancro, a aterosclerose, a psoríase, a doença de Crohn, a fibrose pulmonar, a 
doença de Alzheimer, a endometriose, a artrite reumatóide, a asma, a esclerose múltipla, a nefropatia 
diabética e a retinopatia diabética [Costa e colaboradores, 2007; Folkman, 2007a; Soares e Costa, 2009]. 
Paradoxalmente, na diabetes ocorre simultaneamente uma deficiência na angiogénese a nível periférico 
associada ao desenvolvimento de úlceras de difícil cicatrização. São exemplos ainda de patologias 
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associadas a uma deficiente angiogénese a isquemia do miocárdio, a doença arterial periférica, a pré-
eclâmpsia e algumas patologias neurológicas [Carmeliet, 2005].  
Nos últimos anos tem sido desenvolvida uma intensa investigação na procura de agentes pró-
angiogénicos e anti-angiogénicos, na tentativa de intervir em diversas patologias, tendo sido já descritos 
vários reguladores da angiogénese que são usados como agentes terapêuticos [Folkman, 2007a]. 
 
4. Alimentação e saúde - interface com o meio ambiente 
A alimentação constitui uma importante forma de influência do meio ambiente sobre o organismo 
humano, exercendo um impacto profundo na saúde do indivíduo. O modo como nos alimentamos 
determina também, de uma forma considerável, o funcionamento do mundo, tendo repercussões 
ecológicas, sociais e económicas. Alimentarmo-nos responsavelmente é entender e regular esta 
complexa relação [Pollan, 2011].  
A recente transição em massa das populações das regiões rurais para zonas preferencialmente urbanas, 
já com cerca de 50% da população mundial, gerou alterações significativas dos hábitos alimentares 
[Porter e colaboradores, 2011]. Em termos gerais, poder-se-á assumir que o fenómeno da globalização 
económica trouxe também uma globalização alimentar e, em parte relacionada com esta, uma 
globalização no padrão de doenças [Calhau, 2011]. O tipo de alimentação actual tem sido associado à 
prevalência de doenças como a diabetes tipo 2, a obesidade, as doenças cardiovasculares, o cancro e as 
doenças neurodegenerativas, que se encontram associadas a inflamação crónica e à angiogénese. A 
abundância alimentar a que grande parte das sociedades urbanas está sujeita actualmente alia-se à 
carência de alguns constituintes alimentares vitais para o desenvolvimento e manutenção da saúde 
humana, como por exemplo os minerais e as vitaminas, e está ainda associada a uma menor ingestão de 
compostos bioactivos, como os polifenóis, presentes nos hortofrutícolas [Calhau, 2011]. A descoberta de 
que a saúde depende em grande parte da alimentação e a revelação da excelência da dieta 
mediterrânica, na qual o vinho, o azeite, as frutas e legumes têm o seu papel, abriram novas 
perspectivas de investigação exploradas por diversos autores [Hipólito-Reis, 2008]. 
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5. Polifenóis 
Os polifenóis são constituintes da dieta com especial interesse, dada a evidência epidemiológica que 
sugere que o desenvolvimento de determinadas patologias como as doenças cardiovasculares, a 
diabetes tipo 2, as doenças neurodegenerativas e o cancro, diminui com o consumo de dietas ricas em 
legumes, frutos e certas bebidas como sumos de fruta, chá, vinho e cerveja. Esta protecção tem sido 
atribuída à presença de um conjunto de compostos com estruturas químicas muito diversas, designados 
por polifenóis, tendo sido descritos já mais de 8000 [Bravo, 1998; Soleas e colaboradores, 1997; Stevens 
e Page, 2004].   
Os polifenóis são sintetizados pelas plantas como resultado do seu metabolismo e como resposta a 
estímulos exteriores, desempenhando na planta um papel protector da radiação e de outros agentes 
agressores, intervindo na pigmentação, no crescimento e na reprodução das plantas, e são por estas 
razões componentes essenciais na sobrevivência das espécies [Soleas e colaboradores, 1997]. A 
composição e concentração em polifenóis dependem da planta em causa, do local em que é cultivada, 
do clima e da exposição solar, mas também do processamento e condições de armazenamento dos 
alimentos, entre outros factores [Bravo, 1998]. 
Estes compostos manifestam uma actividade biológica vasta, incluindo actividade anti-bacteriana, anti-
vírica, anti-oxidante, anti-inflamatória, anti-carcinogénica e anti-obesidade [Araújo e colaboradores, 
2011; Monteiro e colaboradores, 2009; Oak e colaboradores, 2005; Rahman e colaboradores, 2006; 
Stevens e Page, 2004], sendo por isso objecto de interesse sobretudo para a indústria alimentar, 
cosmética e farmacêutica. Os polifenóis estão directa ou indirectamente relacionados com a qualidade 
dos alimentos, contribuindo para a sua cor, sabor, odor, adstringência e estabilidade oxidativa [Naczk e 
Shahidi, 2004].  
Os polifenóis englobam um variado número de compostos quimicamente muito diferentes entre si e 
nem sempre os polifenóis ingeridos em maior quantidade pela sua abundância nos alimentos e bebidas 
são necessariamente os mais absorvidos e os mais bioactivos [Manach e colaboradores, 2004]. Embora 
não sejam classificados como nutrientes essenciais e não se conheçam manifestações clínicas associadas 
à sua deficiência, os polifenóis contribuem, sem dúvida, para o bem-estar físico e para a promoção da 
saúde. Estima-se que a ingestão diária média de polifenóis seja cerca de 1 grama por dia [Scalbert e 
Williamson, 2000]. 
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6. Flavonóides 
Dentro de todos os grupos de compostos que constituem os polifenóis, o grupo dos flavonóides é o mais 
representativo. Estes compostos têm em comum o núcleo flavânico, representado na figura 3, que 
consiste numa estrutura C6-C3-C6, com 2 anéis aromáticos A e B, ligados por uma cadeia de 3 carbonos 
(o anel C). Os flavonóides podem ser divididos em várias subfamílias, como os flavonóis, os flavanóis, as 
flavonas, as flavanonas, as isoflavonas, as antocianidinas e as chalconas, de acordo com o nível de 
oxidação do anel C e com os seus substituintes [Scalbert e Williamson, 2000]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Representação da estrutura química do núcleo flavânico 
 
6.1. Xanto-humol, isoxanto-humol e 8-prenilnaringenina 
O xanto-humol (XN), o isoxanto-humol (IXN) e a 8-prenilnaringenina (8PN) são flavonóides prenilados 
(ver figura 4).  
O lúpulo (Humulus lupulus L.) é rico em flavonóides prenilados e o primeiro registo da sua utilização no 
fabrico da cerveja data do ano de 1079. No entanto, muito antes da utilização do lúpulo no fabrico da 
cerveja, já se utilizava o lúpulo como planta medicinal no tratamento de diversas manifestações 
patológicas tais como anorexia, indigestão, nervosismo, dor de cabeça, reumatismo e infecções [Moir, 
2000]. O extracto de lúpulo é adicionado ao mosto utilizado durante a produção da cerveja, sendo 
responsável em parte pela sua conservação e pelas características organolépticas desta bebida. A 
cerveja tem cerca de 500-1000 mg/L de polifenóis [Scalbert e Williamson, 2000]. 
O XN é uma chalcona prenilada e o prenilflavonóide mais abundante no lúpulo. O XN tem sido 
considerado uma molécula promissora uma vez que lhe têm sido atribuídas propriedades anti-
carcinogénicas, anti-inflamatórias, anti-angiogénicas, anti-oxidantes e reguladoras do metabolismo 
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glicídico e lipídico [Albini e colaboradores, 2006; Gerhauser e colaboradores, 2002; Monteiro e 
colaboradores, 2008; Nozawa, 2005], podendo contribuir para a prevenção de várias patologias de 
elevada incidência e mortalidade na civilização ocidental. Durante o processo de fabrico da cerveja, a 
maior parte do XN é convertido no seu isómero IXN, uma flavanona prenilada, com maior solubilidade 
na cerveja. A 8PN é também uma flavanona prenilada presente no lúpulo e na cerveja, sendo o 
fitoestrogénio mais potente isolado até hoje. Na realidade, a 8PN é considerada um agonista 
estrogénico [Milligan e colaboradores, 2002]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Representação da estrutura química do xanto-humol (A), do isoxanto-humol (B) e da 8-prenilnaringenina (C) 
 
6.2. Catequina 
Na cerveja é ainda possível encontrar, entre muitos outros polifenóis, a catequina [Gerhauser, 2005]. A 
catequina é um flavanol, um dos grupos de flavonóides mais abundantes na alimentação humana. As 
unidades monoméricas dos flavanóis diferem entre si na hidroxilação dos anéis A e B e na 
estereoquímica da posição C3 (figura 5). 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Representação da estrutura química da (+)-catequina 
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A catequina existe em níveis elevados na casca e sementes de frutos como maçãs, uvas, pêssegos e 
cerejas assim como no vinho tinto, no chá verde e no chocolate [Bravo, 1998; Manach e colaboradores, 
2004]. Embora a catequina e a epicatequina sejam os flavanóis mais abundantes nos frutos, outras 
catequinas como a epicatequinagalato, a epigalocatequina e a epigalocatequinagalato (EGCG), têm 
suscitado mais atenção da comunidade científica dada a sua elevada concentração no chá verde e as 
suas propriedades anti-carcinogénicas, anti-angiogénicas, anti-inflamatórias, anti-oxidantes e inibidoras 
da migração das VSMC [El Bedoui e colaboradores, 2005; Han, 1997; Tang e colaboradores, 2007]. 
Apesar de existirem poucos estudos especificamente sobre a catequina, também lhe têm sido atribuídas 
características anti-inflamatórias e protectoras da aterosclerose, inibidoras da angiogénese tumoral e 
anti-carcinogénicas [Auclair e colaboradores, 2009; Guruvayoorappan e Kuttan, 2008; Weyant e 
colaboradores, 2001], podendo vir a constituir uma molécula promissora dada a sua abundância em 
vários alimentos.  
 
7. Polifenóis e angiogénese  
O efeito anti-angiogénico de polifenóis naturais tem sido alvo de estudo nos últimos anos, dada a 
relação entre a angiogénese e um número crescente de patologias com grande prevalência 
actualmente, como por exemplo as doenças cardiovasculares, a diabetes tipo 2 e o cancro. Foi 
demonstrado que polifenóis existentes no vinho tinto e no chá verde diminuem a expressão de factores 
angiogénicos e de factores inflamatórios assim como a proliferação e migração de EC e VSMC, processos 
fundamentais para a formação de novos vasos sanguíneos [Barthomeuf, 2007; Iijima e colaboradores, 
2002; Oak e colaboradores, 2005]. Concretamente, o resveratrol e as antocianinas existentes no vinho 
tinto diminuem a produção de citocinas e de VEGF [Dulak, 2005; Lamy e colaboradores, 2006]. A EGCG 
do chá verde inibe a formação de vasos tumorais em modelos animais, diminuindo a viabilidade e a 
proliferação das células tumorais e o desenvolvimento do tumor [Mojzis e colaboradores, 2008], e 
bloqueia a activação do HIF1α, diminuindo o VEGF, através das vias de sinalização do PI3K/Akt e Erk1/2 
[Zhang e colaboradores, 2006]. A quercetina tem efeitos anti-carcinogénicos, inibindo várias etapas da 
angiogénese [Igura e colaboradores, 2001] e a genisteína diminui a expressão do VEGF e do factor de 
crescimento epidérmico (EGF), diminuindo o risco de formação de tumores [Lamartiniere e Wang, 
1999].  
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Relativamente aos polifenóis XN, IXN, 8PN e catequina, alguns estudos foram já realizados com o intuito 
de avaliar a modulação da angiogénese e da inflamação pelos referidos polifenóis. Albini e 
colaboradores demonstraram pela primeira vez que a administração subcutânea de XN diminui 
eficazmente a angiogénese e o crescimento de tumor mamário inoculado em ratinhos C57/Bl6N, por 
inibição do NFκB e da via do Akt nas EC [Albini e colaboradores, 2006]. A administração oral de XN 
resultou também na diminuição da inflamação e na redução da densidade vascular de células MCF7 de 
adenocarcinoma mamário inoculadas em ratinhos, confirmando que o XN é simultaneamente um 
agente anti-inflamatório, anti-angiogénico e anti-tumoral [Monteiro e colaboradores, 2008]. Bertl e 
colaboradores verificaram que o IXN diminui in vitro a proliferação, a migração e a diferenciação de 
células HMEC-1 microvasculares endoteliais [Bertl e colaboradores, 2004]. As características anti-
angiogénicas da 8PN foram estudadas por Pepper e colaboradores que verificou que a 8PN diminui a 
angiogénese induzida pelo VEGF e pelo bFGF in vitro assim como in vivo usando o ensaio da membrana 
cório-alantóica [Pepper e colaboradores, 2004]. Estudos sobre a catequina revelaram que este polifenol 
actua sobre as VSMC, inibindo a sua migração [El Bedoui e colaboradores, 2005] e que possui 
propriedades inibidoras da angiogénese tumoral [Guruvayoorappan e Kuttan, 2008]. 
A possibilidade dos polifenóis diminuírem o risco de estabelecimento ou a evolução de patologias 
intervindo na angiogénese e/ou na inflamação é de facto interessante e tem sido explorada para os mais 
variados tipos de polifenóis. No entanto, apesar do estudo já realizado sobre estes polifenóis, a sua 
acção específica sobre o endotélio e sobre as VSMC não é ainda bem conhecida, sobretudo no que diz 
respeito à modulação da angiogénese por interferência na interacção entre estes dois tipos de células 
indispensáveis ao processo angiogénico. O efeito destes polifenóis na modulação da angiogénese tem 
sido também pouco explorado em ensaios in vivo que confirmem os resultados obtidos com culturas de 
células para alguns destes compostos, ou relativamente à angiogénese não tumoral, ou ainda no que diz 
respeito aos mecanismos celulares envolvidos nesta modulação. 
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Assim, abordámos, ao longo deste trabalho, as seguintes questões:  
 
Capítulo 1 
Atendendo a que só na última década se começaram a encarar as células murais como importantes na 
regulação e maturação do processo angiogénico, referindo-se a grande maioria dos estudos em 
angiogénese apenas a estudos em EC,  
a) Será que os polifenóis exercem efeitos diferentes nas EC e VSMC?  
b) Actuarão de modo semelhante nos vasos angiogénicos e nos vasos maduros? 
 
Capítulo 2 
a) Será idêntica a modulação da angiogénese e da inflamação pelo XN, IXN e 8PN? 
b) Serão os efeitos destes três polifenóis na angiogénese e na inflamação in vitro semelhantes aos 
efeitos in vivo? 
 
Capítulo 3 
Atendendo a que a fortificação de alimentos com polifenóis tem sido alvo de interesse pela indústria 
alimentar, será que a ingestão destes alimentos pode intervir na modulação da angiogénese e da 
inflamação?  
 
Capítulo 4 
Alguns polifenóis classicamente considerados menos potentes no que respeita às suas propriedades 
anti-angiogénicas e anti-carcinogénicas, como a catequina, estão presentes em maior quantidade na 
dieta e em alimentos mais variados, do que outros considerados mais potentes.  
a) Terá a catequina, nos modelos utilizados, eficácia na regulação da angiogénese e da inflamação?  
b) Será o seu efeito semelhante em modelos de angiogénese fisiológica e patológica? 
 
Capítulo 5 
a) Como afectarão estes polifenóis a organização vascular durante o processo angiogénico? 
b) Será que alteram a interacção EC-VSMC necessária à maturação do vaso em crescimento? 
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c) Que vias moleculares envolvidas na regulação da angiogénese e da inflamação serão moduladas 
por estes compostos? 
 
Capítulo 6 
A baixa biodisponibilidade atribuída de um modo geral aos polifenóis e a dificuldade de associar um 
efeito protector directamente a um composto têm levantado dúvidas sobre a eficácia dos polifenóis. 
a) Será que os polifenóis poderão de facto vir a ser utilizados nutricional ou farmacologicamente 
na prevenção ou tratamento de determinadas patologias? 
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DISCUSSÃO 
 
A angiogénese é fundamental durante o desenvolvimento do organismo e, apesar de, em geral, estar 
quiescente no adulto, ocorre em situações fisiológicas como o ciclo reprodutivo na mulher ou a 
cicatrização. É um processo complexo que envolve a interacção entre diferentes tipos de células como 
por exemplo as células que constituem os vasos sanguíneos, EC e células murais, e as células 
inflamatórias, sendo regulado pelo balanço entre factores pró-angiogénicos e inibidores da angiogénese, 
podendo estar desregulado em determinadas situações patológicas [Carmeliet, 2004; Raza e 
colaboradores, 2010]. 
São várias as patologias associadas a alterações na angiogénese. O cancro, a aterosclerose, a psoríase e 
a retinopatia diabética estão associados a uma angiogénese excessiva [Costa e colaboradores, 2007; 
Folkman, 2007a; Soares e Costa, 2009]. Pelo contrário, na isquemia do miocárdio, na doença arterial 
periférica, e nalgumas patologias neurológicas, a angiogénese é deficiente [Carmeliet, 2005]. A 
inflamação crónica e a angiogénese são dois processos que ocorrem muitas vezes associados em várias 
destas patologias. 
A ingestão de uma dieta rica em polifenóis diminui a incidência de patologias como as doenças 
cardiovasculares, a diabetes tipo 2, as doenças neurodegenerativas e o cancro [Bravo, 1998; Dell'Agli e 
colaboradores, 2004; Gerhauser, 2005; Oak e colaboradores, 2003; Soleas e colaboradores, 1997; 
Stevens e Page, 2004]. Os polifenóis manifestam uma actividade biológica vasta, incluindo propriedades 
anti-oxidantes, anti-inflamatórias e anti-carcinogénicas [Araújo e colaboradores, 2011; Monteiro e 
colaboradores, 2009; Oak e colaboradores, 2005; Rahman e colaboradores, 2006; Stevens e Page, 2004]. 
O efeito anti-angiogénico de polifenóis naturais tem sido também alvo de estudo nos últimos anos, dada 
a relação entre a angiogénese e um cada vez maior número de patologias. Apesar da intensa 
investigação sobre a modulação da angiogénese pelos polifenóis, muito ainda se encontra por 
esclarecer, nomeadamente no que diz respeito à influência na comunicação EC-células murais, 
fundamental no processo angiogénico. 
O objectivo deste trabalho foi, por isso, compreender como os polifenóis actuam nas EC e nas VSMC, de 
modo a regular a angiogénese e a inflamação, assim como confirmar o seu efeito na angiogénese em 
modelos animais e identificar vias moleculares que possam estar envolvidas nesta regulação. Este 
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conhecimento pode ajudar a fundamentar eventuais recomendações alimentares e possibilitar avanços 
para uma futura utilização de produtos ricos em polifenóis na profilaxia e/ou terapêutica.  
Dado que a parede dos vasos sanguíneos é constituída por dois tipos de células, as EC e as células 
murais, intervenientes no processo angiogénico, o estudo envolveu inicialmente estes dois tipos de 
células: EC de cordão umbilical humano, HUVEC, e VSMC de aorta fetal humana, FLTR. As HUVEC são 
frequentemente utilizadas para estudar a angiogénese in vitro. Estas células proliferam activamente e 
mantêm a morfologia e as propriedades funcionais da generalidade das EC [Gifford e colaboradores, 
2004]. Apesar de EC de diferentes tecidos terem funções especializadas de acordo com o tecido e o 
ambiente envolvente [Chi e colaboradores, 2003] e de existir alguma heterogeneidade ao longo da 
árvore vascular [Staton e colaboradores, 2009], as EC em cultura perdem, na sua maioria, o fenótipo 
específico do órgão de origem à medida que proliferam [Gifford e colaboradores, 2004]. As FLTR são 
uma linha celular imortalizada que mantém a morfologia e as características funcionais das VSMC de 
aorta de indivíduos adultos [Martin e colaboradores, 2001]. Mesmo as VSMC maduras mantêm a 
capacidade de se desdiferenciarem e perderem o seu fenótipo contráctil, regressando a um estado de 
proliferação e migração, quando em cultura, de acordo com o ambiente que as rodeia [Chaterji e 
colaboradores, 2010]. A utilização destes dois tipos de células permitiu investigar separadamente o 
efeito dos compostos de interesse em cada tipo celular. 
Num estudo muito interessante, Albini e colaboradores demonstraram que o XN inibe a capacidade de 
proliferação, migração e invasão de EC e a angiogénese in vivo [Albini e colaboradores, 2006]. No 
entanto, nada foi descrito para o efeito deste polifenol nas células murais. Desta forma foi considerado 
pertinente testar o efeito do XN nas VSMC e verificar simultaneamente se nas condições utilizadas os 
efeitos descritos para as EC se mantinham (Capítulo 1). Os resultados obtidos confirmaram que o XN 
diminui, nas condições testadas, a viabilidade e a capacidade invasiva das HUVEC, aumentando 
simultaneamente a sua apoptose, tal como tinha já sido descrito por Albini para as EC [Albini e 
colaboradores, 2006] e nalguns estudos para diversas células tumorais [Colgate e colaboradores, 2007; 
Dorn e colaboradores, 2010; Gerhauser, 2005]. O Matrigel® é um extracto de membrana basal de 
sarcoma de Ratinho rico em laminina, colagénio tipo IV, entactina, factores de crescimento e outras 
proteínas, utilizado como matriz para a cultura de células e tecidos, sobretudo em estudos de 
proliferação, invasão e diferenciação. A cultura de HUVEC em Matrigel® e o seu tratamento com XN 
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inibiu também a capacidade das HUVEC se diferenciarem e se organizarem em estruturas tubulares, um 
processo crítico para a formação de novos vasos sanguíneos, confirmando o seu potencial como agente 
anti-angiogénico. Verificou-se ainda que o tratamento com XN induziu resultados semelhantes nas FLTR. 
O XN diminuiu a viabilidade e a capacidade invasiva das FLTR, aumentando também a sua apoptose. 
Este efeito do XN nas FLTR é por si só interessante, na medida em que abre a possibilidade deste 
polifenol poder ser utilizado em patologias associadas a proliferação e invasão anómalas das VSMC, 
como acontece por exemplo na aterosclerose e na reestenose [Costa e colaboradores, 2007; Griffioen e 
Molema, 2000; Moulton, 2001]. Diversos grupos de investigação têm sugerido que a utilização de 
fármacos anti-angiogénicos que actuem simultaneamente nas EC e células murais pode trazer benefícios 
superiores no tratamento de tumores, dado que a terapia anti-VEGF resulta muitas vezes numa 
resistência dos vasos sanguíneos tumorais, estabilizados pelas células murais e pelo aumento da 
sobrevida celular via Ang1/Tie2 [Bergers e colaboradores, 2003; Erber e colaboradores, 2004]. Além 
disso, ocorre frequentemente uma revascularização muito rápida dos tumores após a suspensão do 
tratamento com anti-VEGF. O espaço vazio deixado pela morte do endotélio e que continua protegido 
pelas células murais parece ser rapidamente preenchido por novas EC após a suspensão da terapia anti-
VEGF [Mancuso e colaboradores, 2006]. Por esta razão, as propriedades demonstradas pelo XN nos dois 
tipos de células que constituem o vaso sanguíneo merecem ser realçadas e são a favor da sua eficácia 
anti-angiogénica. 
O processo angiogénico tem início na dissociação da adesão EC-células murais por um estímulo 
angiogénico, permitindo a migração das EC, e termina com o restabelecimento da ligação EC-células 
murais, que contribui para a maturação e estabilização do vaso sanguíneo. As células murais produzem 
VEGF e à medida que rodeiam as EC também as vão protegendo, dado que o VEGF é necessário à 
sobrevivência das EC. A sinalização Ang1/Tie2 e PDGFB/PDGFRβ contribui também para a estabilização 
do vaso, fundamental para o seu bom funcionamento [Armulik e colaboradores, 2005; Bergers e Song, 
2005]. O revestimento inadequado do endotélio por células murais resulta frequentemente em derrame 
ou ruptura vascular.  
A observação de que o XN pode actuar sobre os dois tipos de células que formam os vasos sanguíneos 
levantou uma questão importante, o XN poderá ser útil como anti-angiogénico se actuar 
preferencialmente sobre os vasos em formação e não sobre os vasos já estruturados e que são 
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estabilizados por uma maior cobertura de VSMC. Neste contexto, foi testado o efeito do XN em 
estruturas tubulares formadas por co-culturas de HUVEC e FLTR em Matrigel®. As estruturas tubulares 
formadas resultaram em cordões mais densos e, surpreendentemente, o tratamento destas estruturas 
com XN resultou, não na redução do número de estruturas tubulares, como tinha acontecido com as 
culturas de HUVEC, mas no aumento do número e estabilidade destas estruturas. Este resultado foi mais 
tarde confirmado em ensaios ex vivo com anéis de aorta de Rato cultivados em Matrigel®. A cultura de 
anéis de aorta em Matrigel® reproduz o sprouting angiogénico em culturas tridimensionais e permitiu 
avaliar o efeito do XN na presença de estruturas mais complexas: um vaso sanguíneo maduro em que o 
endotélio está ligado às VSMC pela membrana basal e é revestido por várias camadas de VSMC, estando 
ainda presentes outras células como fibroblastos e macrófagos [Auerbach e colaboradores, 2000; 
Nicosia, 2009]. O tratamento com XN, à semelhança do que foi descrito para as estruturas tubulares 
formadas em co-culturas de HUVEC e FLTR, conduziu a um ligeiro aumento do sprouting vascular a partir 
do anel de aorta [Costa , 2009]. Este resultado reforça a ideia de que o XN parece afectar 
essencialmente os vasos em formação e não os vasos maduros, já estabilizados. A comunicação entre as 
EC e VSMC parece assim fortalecer a estrutura vascular protegendo as células do efeito do XN. De facto, 
as células murais produzem VEGF necessário à sobrevida das EC e é possível que a Ang1, que é 
constitutivamente produzida pelas células murais, active por ligação ao Tie-2 expresso nas EC vias de 
sinalização envolvidas na sobrevida celular, como a via do Akt e simultaneamente bloqueie a actividade 
do NFκB [Imhof e Aurrand-Lions, 2006]. De acordo com isto, foi recentemente sugerido que o contacto 
directo entre EC e VSMC quiescentes inibe a resposta inflamatória desencadeada pelo TNFα [Wallace e 
Truskey, 2010]. A activação do processo inflamatório leva à produção de Ang2 pelo endotélio, que, por 
ligação ao Tie2 promove a angiogénese [Fiedler e colaboradores, 2006]. A diminuição do NFκB levaria à 
diminuição do estado inflamatório das EC e da libertação de Ang2 e a uma inibição do processo 
angiogénico. Assim, a diminuição do NFκB observada após o tratamento dos dois tipos de células com 
XN parece ser um importante mecanismo envolvido no efeito anti-angiogénico observado no 
tratamento das células com XN e na estabilização dos vasos sanguíneos. 
Os resultados obtidos permitiram verificar não só que o XN afecta igualmente as EC e as VSMC, 
diminuindo a sua viabilidade, capacidade invasiva e diferenciação em estruturas capilares, mas 
sobretudo que o tratamento com XN parece afectar os vasos angiogénicos mais imaturos, protegendo a 
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estrutura vascular já estabelecida. Parece também razoável admitir que o NFκB possa ser um regulador 
deste efeito, assim como o sistema angiopoietinas-Tie2. 
 
A cerveja é praticamente a única fonte alimentar fornecedora de XN e durante o seu fabrico a maior 
parte do XN presente no extracto de lúpulo sofre isomerização térmica, dando origem ao IXN 
[Magalhães e colaboradores, 2009; Stevens e colaboradores, 1999], que aparece assim em maiores 
concentrações. Esta é uma das razões pelas quais a maior parte das cervejas comerciais tem níveis 
muito baixos de XN (0,002-1,2 mg/L) e níveis mais elevados de IXN (0,04-3,44 mg/L) [Gerhauser, 2005]. 
A 8PN também aparece no lúpulo e na cerveja (0,001-0,24 mg/L) [Gerhauser, 2005] e é uma flavanona 
prenilada obtida por isomerização do desmetilxanto-humol ou por desmetilação do IXN. A 8PN é o 
fitoestrogénio mais potente que foi isolado até hoje sendo agonista dos receptores de estrogénios, o 
que indica que possa ser usada em situações patológicas hormono-dependentes como na osteoporose e 
em complicações associadas à menopausa [Milligan e colaboradores, 2002]. No organismo, o XN pode 
ser convertido em IXN por ciclização ácida no estômago e o IXN pode ser O-desmetilado pelo citocromo 
P450 hepático humano, originando 8PN [Guo e colaboradores, 2006; Nikolic e colaboradores, 2005], que 
também se pode formar na presença da microflora intestinal humana [Hanske e colaboradores, 2010; 
Possemiers e colaboradores, 2005]. No entanto, dada a presença quase exclusiva destes polifenóis no 
lúpulo, a sua presença na dieta humana ocorre apenas por consumo de cerveja e, mais recentemente, 
de alguns alimentos fortificados ou suplementados produzidos pela indústria alimentar. Embora a 
biodisponibilidade destes compostos seja controversa, Bolca e colaboradores verificaram que após a 
suplementação da dieta humana com 6,12 de mg de XN, 3,6 mg de IXN e 0,3 mg de 8PN por dia durante 
5 dias, foram encontrados níveis plasmáticos de 4,99 de nM XN, 14,86 de nM IXN e 2,20 de nM de 8PN e 
concentrações no tecido mamário da ordem dos pmol/g de tecido [Bolca e colaboradores, 2010]. O IXN 
é portanto o flavonóide prenilado que provavelmente atinge maiores concentrações no organismo 
humano [Bolca e colaboradores, 2010]. Pareceu-nos por isso importante fazer um estudo comparativo 
destes três flavonóides na modulação da angiogénese e da inflamação, in vitro, utilizando EC e VSMC 
(Capítulo 2). Para os ensaios foram utilizadas culturas de HUVEC e de VSMC de aorta humana, HASMC.  
Estes ensaios permitiram verificar (e confirmar no caso do XN) que os polifenóis testados modulam de 
modo diferente várias etapas do processo angiogénico. O XN e o IXN exerceram efeitos semelhantes, 
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diminuindo, de um modo geral, a viabilidade, a proliferação e a capacidade invasiva das EC e das VSMC, 
e aumentando a apoptose dos dois tipos de células. Estes polifenóis diminuíram ainda a formação de 
estruturas capilares na presença de Matrigel®. O IXN parece ser uma molécula com potencial interesse 
em situações patológicas associadas a uma excessiva proliferação das VSMC, demonstrando também 
actividade anti-angiogénica, como tinha já sido observado para o XN. Curiosamente, o efeito do IXN 
tendeu a ser mais pronunciado nas HUVEC, enquanto o XN parece actuar mais eficazmente nas HASMC. 
Surpreendentemente, a 8PN, cuja estrutura é idêntica à do IXN, apresentou efeitos praticamente 
opostos a este, aumentando a viabilidade e a proliferação das HUVEC e diminuindo a sua apoptose, ao 
mesmo tempo que estimulou a formação de estruturas tubulares de HUVEC em Matrigel®.  
Embora os estudos in vitro forneçam informação valiosa, a respectiva interpretação e extrapolação para 
a situação in vivo deve ser cuidadosa. Por essa razão, foram realizados ensaios com o intuito de verificar 
se os efeitos observados para o XN, o IXN e a 8PN se mantinham em dois modelos animais de 
angiogénese. Um modelo menos fisiológico, simulador de uma situação patológica com um estímulo 
angiogénico forte, que resulta do implante, no tecido subcutâneo de Ratinho, de Matrigel® adicionado 
de VEGF. Pode ainda adicionar-se ao Matrigel® substâncias cujo efeito na angiogénese se pretenda 
estudar. O Matrigel® cria uma estrutura envolvente, próxima do ambiente natural, criando o suporte 
para o desenvolvimento da resposta angiogénica [Auerbach e colaboradores, 2003]. O outro modelo 
utilizado foi o modelo de cicatrização cutânea [Eming e colaboradores, 2007a]. O processo de 
cicatrização é um processo fisiológico necessário à reparação e regeneração de tecido danificado. Este 
processo depende da interacção entre a inflamação, o stresse oxidativo e a angiogénese [Soares, 2009]. 
A cicatrização desenvolve-se normalmente sem complicações, mas a resolução da inflamação é crítica e 
fundamental para o processo [Eming e colaboradores, 2007b]. Nos mamíferos, a cicatrização resulta da 
ocorrência de três fases, a hemostase e inflamação, a formação do tecido granuloso e, por fim, a 
reepitelização e remodelação do tecido [Tan e colaboradores, 2007]. O processo angiogénico é 
estimulado imediatamente aquando da formação do trombo plaquetário, através da libertação de 
factores angiogénicos pelas plaquetas, e é amplificado pela hipóxia e inflamação, os dois principais 
estímulos angiogénicos, levando à produção de VEGF, um potente factor angiogénico. Por outro lado, o 
VEGF promove a permeabilidade vascular permitindo a libertação de factores inflamatórios (que 
atingem a concentração máxima por volta do terceiro dia), assim como de nutrientes no local da incisão, 
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facilitando a proliferação e sobrevida das EC e a formação de novos vasos sanguíneos que aparecem no 
local da cicatrização por volta do dia 3 a 5 após a incisão [Kagawa e colaboradores, 2009]. A angiogénese 
é depois sustentada por EC, VSMC, macrófagos, fibroblastos e pela ECM, que produzem factores de 
crescimento, proteases e factores angiogénicos. Na fase final da cicatrização, a produção de todos estes 
factores vai sendo gradualmente reduzida até regressar aos níveis basais, promovendo a estabilização 
dos vasos formados [Chung et al., 2010]. O processo de cicatrização proporciona assim uma 
oportunidade para estudar a modulação da angiogénese e da inflamação pelos polifenóis, assim como a 
inter-relação entre estes dois processos. A utilização destes dois modelos permitiu confirmar as 
propriedades anti-angiogénicas do XN e do IXN. A aplicação tópica destes dois polifenóis na zona de 
cicatrização resultou na redução do número de vasos sanguíneos, sobretudo a nível dos microvasos, e 
numa redução da zona de cicatrização. Estes resultados sugerem que o efeito do XN e do IXN ocorre 
sobretudo sobre os vasos angiogénicos ainda em formação e não sobre os vasos estabilizados. Foi 
curioso observar que a inibição do crescimento vascular foi bastante mais pronunciada na presença de 
um forte estímulo angiogénico, o VEGF, como ocorreu nos implantes de Matrigel®, tendo estes 
polifenóis inibido significativamente o estímulo angiogénico do VEGF. Os resultados observados nos dois 
modelos animais confirmaram que o XN e o IXN possuem características anti-inflamatórias. A resposta 
inflamatória é uma consequência inevitável da danificação tecidular. Embora durante muito tempo o 
processo inflamatório tenha sido considerado indispensável a uma adequada cicatrização e à 
homeostasia cutânea na danificação celular, a constatação de que a inflamação pode retardar a 
cicatrização e o estudo de diversas patologias em que ocorrem lesões de difícil cicatrização associadas a 
um estado de inflamação crónica, como por exemplo na diabetes e insuficiência venosa, sugerem que o 
controlo da fase inflamatória parece ser crucial na modulação da cicatrização [Eming e colaboradores, 
2007b]. A actuação simultânea do XN e do IXN nos processos inflamatório e angiogénico pode ser a 
chave para uma terapia mais eficaz nas lesões crónicas e num grande número de patologias actuais em 
que a angiogénese e a inflamação estão desreguladas. As lesões crónicas são também microambientes 
pró-oxidativos e a excessiva produção de ROS pode, para além de danificar as estruturas celulares, 
potenciar vias de sinalização pró-inflamatórias [Eming e colaboradores, 2007b]. Embora o stresse 
oxidativo não tenha sido avaliado neste ensaio, é possível que as características anti-oxidantes do XN e 
do IXN também tenham permitido uma melhor resolução da cicatrização. Por outro lado, o IXN pareceu 
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ter um efeito mais pronunciado do que o XN. Dado que as características anti-angiogénicas do IXN não 
tinham ainda sido devidamente estudadas, estes resultados permitem sugerir que, embora as atenções 
da comunidade científica e da indústria alimentar estejam centradas no XN, o IXN possa vir a ser 
considerado, pelas razões expostas, uma molécula com potencial anti-angiogénico valorizável, até 
porque existe em maior quantidade no plasma e nos tecidos humanos após consumo de alimentos que 
o contenham, ou que contenham XN [Bolca e colaboradores, 2010].  
A 8PN, contrariamente ao que estava descrito [Pepper e colaboradores, 2004], demonstrou 
características pró-angiogénicas sustentadas, nos ensaios in vitro e in vivo. Estimulou de um modo 
bastante marcado a formação de novos capilares durante o processo de cicatrização, ao mesmo tempo 
que aumentou o estímulo inflamatório, não tendo sido observadas diferenças na formação de vasos 
sanguíneos nos implantes de Matrigel® quando aplicada em conjunto com o VEGF, comparativamente 
com os implantes de Matrigel® só com VEGF. Apesar de terem sido já descritos efeitos bifásicos para a 
8PN na proliferação e viabilidade de células tumorais [Brunelli e colaboradores, 2007], e embora seja 
necessário estudar mais profundamente os mecanismos envolvidos, uma possível explicação para os 
efeitos pró-angiogénicos observados prende-se com o efeito estrogénico atribuído à 8PN [Milligan e 
colaboradores, 2002; Schaefer e colaboradores, 2003], que é um potente agonista do receptor alfa dos 
estrogénios [Brunelli e colaboradores, 2007]. De facto, os estrogénios induzem a proliferação das EC, 
contribuindo para a formação dos vasos sanguíneos [Soares e colaboradores, 2003], o que sugere que a 
8PN possa ter efeito pró-angiogénico, por um mecanismo semelhante ao dos estrogénios. Muita 
investigação tem sido realizada com o intuito de descobrir potenciais agentes anti-angiogénicos na 
tentativa de combater o cancro, tendo já resultado a aprovação para a utilização terapêutica de alguns 
fármacos. A terapia pró-angiogénica tem sido, também explorada. A descrição das propriedades pró-
angiogénicas in vitro e in vivo da 8PN reveste-se assim também de um interesse especial dada a 
possibilidade de este composto poder vir a ser utilizado em patologias com angiogénese deficiente, 
como na isquemia do miocárdio, na doença arterial periférica e nalgumas patologias neurológicas. De 
facto, foi já demonstrado que os estrogénios são neuroprotectores e que a via VEGF/Akt/eNOS 
desempenha um papel importante na angiogénese cerebral, mantendo o fluxo sanguíneo adequado 
para que os estrogénios possam chegar às diversas regiões cerebrais. Simultaneamente, os receptores 
alfa e beta dos estrogénios estão também envolvidos na regulação do VEGF [Jesmin e colaboradores, 
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2010a]. Os estrogénios são ainda cardioprotectores, e actuam via receptor alfa dos estrogénios 
regulando a transcrição do VEGF e, assim, o desenvolvimento da microvasculatura cardíaca [Jesmin e 
colaboradores, 2010b]. Deste modo, a possibilidade de a 8PN poder ser utilizada como estimulador da 
angiogénese em determinadas patologias merece ser explorada. Interessante é também o facto da 8PN 
ser quimicamente muito semelhante ao IXN, apenas diferindo no C5. A 8PN tem um hidroxilo em C5 e o 
IXN um substituinte O-metilado. É curioso que a desmetilação transforme um composto com reduzida 
capacidade estrogénica e características anti-angiogénicas (IXN), num potente fitoestrogénio com 
características pró-angiogénicas (8PN) [Nikolic e colaboradores, 2005]. De facto polifenóis com 
estruturas químicas muito semelhantes podem ter efeitos biológicos muito distintos ou mesmo opostos, 
o que recomenda prudência na utilização indiscriminada de suplementos alimentares ricos em 
polifenóis. 
 
A indústria alimentar tem demonstrado muito interesse pelo estudo das propriedades bioactivas dos 
polifenóis dadas as características protectoras e promotoras da saúde que têm sido atribuídas a estes 
compostos. A possibilidade de produzirem suplementos alimentares ou alimentos fortificados com 
polifenóis descritos como benéficos surge como uma oportunidade de atrair consumidores informados. 
A indústria cervejeira tem estado particularmente atenta aos estudos com o XN, tendo testado diversas 
alterações metodológicas na produção de cerveja, com o intuito de a enriquecer neste polifenol, o que 
permitiu a criação e comercialização na Alemanha de duas cervejas fortificadas com XN [Xan, 2011]. O 
crescente interesse pela fortificação alimentar com polifenóis motivou a realização de um estudo em 
ratos envolvendo o consumo de uma cerveja fortificada com XN, com o intuito de avaliar se o consumo 
deste tipo de alimento pode ser benéfico em situações associadas a alterações na angiogénese e na 
inflamação (Capítulo 3). Para responder a esta questão foi utilizado o modelo de cicatrização, que 
permite a avaliação da modulação da angiogénese e da inflamação. Os animais ingeriram cerveja stout 
fortificada com XN ao longo das cinco semanas de estudo, sendo a quantidade diária de cerveja ingerida 
considerada equivalente a cerca de três cervejas por dia, para um homem adulto. Com o objectivo de 
verificar eventual toxicidade, dada a elevada concentração de XN na cerveja fortificada (10 mg/L), foram 
realizadas, no final do ensaio, análises serológicas, que não demonstraram evidência de alterações no 
funcionamento hepático e do metabolismo glicídico e lipídico, assim como uma melhoria no estado 
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redox global nos animais que consumiram cerveja stout fortificada com XN. Embora a cicatrização seja 
um processo fisiológico em que ocorre uma regulação recíproca entre a inflamação e a angiogénese, o 
que resulta normalmente na regeneração do tecido danificado, patologias muito diferentes podem estar 
na origem do aparecimento de lesões crónicas, difíceis de cicatrizar, como resultado de uma progressão 
descontrolada das várias fases da cicatrização, desde a inflamação e angiogénese até à formação do 
tecido de granulação e à reepitelização. De facto, a maior parte das lesões crónicas não progride e 
permanece na fase inflamatória [Loots e colaboradores, 1998], observando-se elevada infiltração de 
macrófagos e um perfil inflamatório excessivo como no caso das lesões cutâneas dos doentes diabéticos 
[Loots e colaboradores, 1998; Rodero e Khosrotehrani, 2010], simultaneamente caracterizadas por 
baixos níveis de VEGF e uma insuficiente angiogénese. Embora o número de EC nas lesões diabéticas 
não esteja diminuído, parece que estas não se conseguem organizar em vasos sanguíneos funcionais 
[Qiao e colaboradores, 2011]. Por outro lado, as úlceras crónicas associadas à insuficiência venosa são 
caracterizadas não só por um estado pró-inflamatório mas também por uma produção de VEGF 
excessiva e sustentada, o que origina uma elevada permeabilidade vascular e excessiva transudação na 
zona da úlcera, resultando na degradação e ruptura vascular [Shoab e colaboradores, 1999]. Uma 
melhor regulação da fase inflamatória pode assim favorecer a cicatrização de lesões com um perfil 
inflamatório excessivo, promovendo a transição para a fase de granulação. Nalgumas patologias o 
aumento da angiogénese pode favorecer a cicatrização, enquanto noutras esta pode ser melhorada por 
uma diminuição do estímulo angiogénico. Parece óbvio, no entanto, que nem sempre um aumento da 
angiogénese está relacionado com uma melhor perfusão do tecido danificado e correspondente 
cicatrização, dado que apenas um processo angiogénico controlado conduz à formação de vasos 
funcionais. A diminuição dos factores inflamatórios e dos níveis de VEGF no soro dos animais, observada 
após ingestão de cerveja fortificada com XN, parece ter criado condições que permitiram uma 
revascularização adequada do tecido danificado. A hipótese de que o XN possa exercer uma fina 
modulação da fase inflamatória, adequada ao microambiente da área lesada que vai sendo modificado, 
permitindo uma regulação mais eficaz da angiogénese e promovendo uma melhor cicatrização, é 
bastante atractiva. De acordo com esta hipótese, o consumo de cerveja stout, e sobretudo de cerveja 
stout fortificada com XN, melhorou a cicatrização do tecido danificado. A zona da cicatrização 
encontrava-se com melhor resolução, apesar do número de vasos formados tender a diminuir, de 
  
Discussão 
 
 
 
  -107-   
 
acordo com a redução da concentração do VEGF verificada. O estado redox sistémico também 
melhorou, o que de acordo com o que tinha sido sugerido no capítulo 2, parece estar relacionado com 
as propriedades anti-oxidantes do XN e pode também ter contribuído para a melhor resolução da 
cicatrização, dado que as lesões são também microambientes pró-oxidativos, como já referido [Eming e 
colaboradores, 2007b]. Outra observação interessante realizada no decurso deste estudo foi as 
diferenças na morfologia do tecido adiposo na zona de cicatrização cutânea, após o consumo de cerveja 
stout e de cerveja stout fortificada com XN. O consumo destes dois tipos de cerveja revelou uma 
tendência para aumentar o número de adipócitos e diminuir a sua área. Não se conhece ainda a função 
que estes adipócitos desempenham no processo de cicatrização, no entanto a hipertrofia dos adipócitos 
tem sido associada a estados pró-inflamatórios [Monteiro, 2009; Monteiro e colaboradores, 2006]. 
Alguns polifenóis têm sido descritos como inibidores competitivos das sulfotransférases dos estrogénios, 
aumentando a disponibilidade dos estrogénios por inibição da sua metabolização [Harris e 
colaboradores, 2004; Kirk e colaboradores, 2001; Otake e colaboradores, 2000]. Este mecanismo 
poderia explicar a alteração observada na morfologia do tecido adiposo, dado que a maior 
disponibilidade de estrogénios levaria a um aumento da proliferação de pré-adipócitos e da 
adipogénese, favorecendo uma redistribuição do tecido adiposo [Monteiro, 2007]. A ser confirmado o 
aumento do número e a redução do tamanho dos adipócitos após o consumo de cerveja fortificada com 
XN pode traduzir-se em mais um efeito benéfico deste polifenol, que se encontra aliás em concordância 
com a diminuição dos factores inflamatórios séricos observada nestes animais. Os adipócitos 
comunicam com EC e células inflamatórias através da produção de várias citocinas que modulam a 
angiogénese [Cao, 2010], podendo por isso estar envolvidos no processo de cicatrização, por modulação 
da inflamação e da angiogénese. A possibilidade de o XN induzir um aumento hiperplásico dos 
adipócitos em vez do seu aumento de tamanho, e as consequências desta modificação, necessita no 
entanto, de ser mais aprofundada. 
Os resultados sugerem que a ingestão de cerveja fortificada com XN exerceu efeitos quer a nível local 
quer a nível sistémico, diminuindo a resposta inflamatória, favorecendo a resolução da fase inflamatória 
e conduzindo consequentemente a um processo angiogénico mais controlado, o que melhorou a 
cicatrização. De acordo com estas observações, o consumo de alimentos fortificados, embora requeira 
ainda prudência e necessite de ser testado em modelos de lesão patológica, pode vir a ter interesse em 
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doentes com dificuldades de cicatrização ou mesmo em patologias em que a exacerbação da resposta 
inflamatória resulta em cicatrizes hipertróficas ou cicatrizes queloides, até porque tem sido descrita 
para alguns polifenóis a acumulação em locais de excessiva inflamação [Kawai e colaboradores, 2008b]. 
Apesar da suplementação nutricional com diversos polifenóis começar a atrair a atenção do público, a 
possibilidade de surgirem efeitos tóxicos não deve ser negligenciada, sendo necessário ponderar bem as 
doses utilizadas e as diferenças no metabolismo individual, antes da implementação dos polifenóis 
como aditivos alimentares. A eventual utilização de flavonóides prenilados como agentes terapêuticos 
farmacológicos moduladoras da angiogénese e da inflamação pode vir a ser interessante. 
Embora os flavonóides prenilados apenas existam num grupo restrito de alimentos naturais, outros 
flavonóides, como os flavanóis, são mais abundantes nos alimentos. No grupo dos flavanóis, a atenção 
da comunidade científica têm-se concentrado sobretudo na EGCG, que existe em elevadas 
concentrações no chá verde e para a qual têm sido demonstradas propriedades anti-carcinogénicas, 
anti-oxidantes e anti-angiogénicas. A catequina tem sido muito menos estudada, dado que parece 
exercer efeitos biológicos menos pronunciados. No entanto, a catequina encontra-se presente em 
variadíssimos tipos de alimentos muito comuns como sejam os frutos e bebidas como o chá verde, o 
vinho tinto e a cerveja. A catequina pode por isso ser ingerida com maior frequência e em maior 
quantidade, podendo eventualmente acumular-se, e atingir concentrações capazes de desencadear 
efeitos biológicos. De facto, descrições recentes têm sugerido que é possível ocorrer acumulação de 
polifenóis em membranas, células e tecidos, após exposição continuada a estes compostos [Bolca e 
colaboradores, 2010; Kawai e colaboradores, 2008b] e que as catequinas conseguem ligar-se às 
membranas fosfolipídicas por ligações relativamente fortes [Kajiya e colaboradores, 2002]. Tendo em 
conta estas considerações, propusemo-nos estudar o efeito da catequina nas células vasculares, avaliar 
a eficácia da catequina na regulação da angiogénese e da inflamação, e verificar se a modulação destes 
processos pela catequina variava com diferentes estímulos angiogénicos (Capítulo 4).  
Para isso utilizou-se inicialmente, como nos casos anteriores, culturas de HUVEC e HASMC e realizaram-
se estudos em anéis de aorta. Observou-se que a catequina aumentou a viabilidade das HUVEC e das 
HASMC, provavelmente por diminuição da apoptose destas células, tendo também diminuído a 
proliferação dos dois tipos de células. Embora de um modo não significativo, a catequina parece 
interferir nos processos de migração e invasão celular de um modo diferente, estimulando-os nas 
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HUVEC e diminuindo-os nas HASMC. De acordo com estes resultados, a catequina, tal como o XN e o 
IXN, parece ser um polifenol com potencial utilização em patologias associadas a uma excessiva 
migração e invasão das VSMC, como a reestenose e a aterosclerose. A catequina existe em 
concentrações muito relevantes no vinho tinto [Manach e colaboradores, 2004; Scalbert e Williamson, 
2000], cuja ingestão moderada tem efeito protector das doenças cardiovasculares [Soleas e 
colaboradores, 1997; Stoclet e colaboradores, 2004], e é provavelmente um dos polifenóis que contribui 
para este efeito protector [Bell e colaboradores, 2000]. De um modo geral, a catequina não alterou a 
formação de estruturas capilares em culturas de EC em Matrigel® nem o sprouting angiogénico a partir 
de anéis de aorta. Ao mesmo tempo, a catequina diminuiu dois importantes moduladores do processo 
inflamatório, o TNFα em ambas as células e o NFκB nas HASMC. O TNFα é uma citocina inflamatória 
com produção estimulada na fase aguda da inflamação e que está envolvida na inflamação sistémica. O 
TNFα estimulada o NFκB que regula diversos genes envolvidos na sobrevida e na proliferação celulares, 
no processo inflamatório e na angiogénese, como o VEGF [Naugler e Karin, 2008]. 
Estes resultados parecem sugerir que embora a catequina possa desencadear uma resposta anti-
inflamatória, não parece alterar nas condições testadas, o processo angiogénico e a relação EC-VSMC, 
promovendo eventualmente a estabilização das células vasculares.  
Na tentativa de esclarecer melhor esta questão, dado que recentemente foi proposto que a catequina 
tem propriedades anti-angiogénicas [Guruvayoorappan e Kuttan, 2008], e de perceber se a resposta era 
ou não dependente do estímulo angiogénico, foram realizados ensaios em dois modelos animais, o 
modelo de cicatrização e o modelo de implantes de Matrigel®. Os resultados observados permitiram 
concluir que a catequina, de facto, não alterou o processo inflamatório e angiogénico, numa situação 
fisiológica, o que está de acordo com os resultados obtidos para as culturas de HUVEC em Matrigel® e 
de anéis de aorta. Surpreendentemente, na presença de um estímulo fortemente angiogénico, como o 
VEGF, adicionado ao Matrigel® implantado no tecido subcutâneo de ratinho, a catequina reduziu em 
cerca de 50% o número de vasos formados e ainda mais a actividade da N-acetilglucosaminídase, uma 
enzima presente em macrófagos activados. 
Estes resultados levam-nos a propor que a catequina exerce efeitos distintos na angiogénese, inibindo-a 
apenas na presença de um forte estímulo angiogénico, como o VEGF. A ausência de efeitos da catequina 
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na vasculatura madura realça o seu potencial interesse no tratamento de patologias em que ocorre um 
forte estímulo angiogénico. 
Os polifenóis testados parecem exercer os seus efeitos nalguns pontos-chave da modulação da 
angiogénese: alterando a viabilidade e proliferação das EC e VSMC, alterando a capacidade de 
diferenciação das EC, desestabilizando ou consolidando a relação EC-VSMC e modulando o processo 
inflamatório. Foram, por isso, estudadas algumas vias moleculares intervenientes nestes processos e 
realizados estudos que permitissem esclarecer o efeito destes compostos na própria organização 
vascular durante o processo angiogénico (Capítulo 5). 
No Ratinho, a retina é avascular aquando do nascimento e os vasos sanguíneos desenvolvem-se durante 
as três semanas seguintes, num processo reprodutível temporal e espacialmente [Dorrell e 
colaboradores, 2002]. Durante a primeira semana é formada uma camada superficial de vasos, que 
irradiam a partir da artéria central da retina em direcção à periferia da retina, sendo os vasos centrais 
mais maduros do que os da periferia. Por volta do oitavo dia após o nascimento (P8), os vasos 
sanguíneos começam a crescer em direcção à camada mais profunda. É durante a terceira semana de 
desenvolvimento que é formada uma nova camada de vasos por migração de vasos sanguíneos da 
camada superficial e da camada profunda, em direcção a uma zona intermédia [Dorrell e colaboradores, 
2002]. O desenvolvimento da vasculatura da retina é um processo extraordinariamente ordenado e 
regulado e a formação das várias camadas de vasos sanguíneos que caracterizam a irrigação da retina 
envolve a interacção de diversos tipos de células como as EC, células da glia, células murais e células 
neuronais [Fruttiger, 2007; Uemura e colaboradores, 2006]. O sprouting vascular é mediado por um 
gradiente de VEGF libertado pela rede de astrócitos pré-formada, sendo o crescimento do vaso 
sustentado pelo estabelecimento de ligação entre várias EC e entre as EC e células murais ou células do 
estroma [Dorrell e Friedlander, 2006; Gariano e Gardner, 2005]. Este modelo de sprouting angiogénico, 
embora tenha particularidades do tecido onde ocorre, é considerado um bom modelo para estudar a 
angiogénese [Ozduman e colaboradores, 2010; Uemura e colaboradores, 2006]. Como os vasos 
sanguíneos se desenvolvem após o nascimento, este modelo permite o acesso à manipulação de todo o 
processo angiogénico, em diversos tempos de acordo com a fase a investigar, e a observação simultânea 
dos vasos em diversas fases de maturação. Como o desenvolvimento das diversas camadas vasculares 
obedece a padrões regulares e reprodutíveis, são facilmente identificadas eventuais alterações. É 
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também um modelo frequentemente utilizado para o estudo de substâncias exógenas, resultante da 
procura de uma terapia sistémica ou local. Foi por isso utilizado o modelo da angiogénese da retina para 
avaliar o efeito do polifenol testado na organização vascular e na própria progressão angiogénica. O IXN 
foi o polifenol escolhido porque demonstrou propriedades anti-inflamatórias e anti-angiogénicas 
consistentes ao longo dos trabalhos já discutidos e simultaneamente é, dos flavonóides prenilados 
estudados, o mais abundante após a metabolização humana [Bolca e colaboradores, 2010].  
Os estudos de sinalização celular, realizados em culturas de HUVEC e HASMC previamente tratadas com 
IXN, permitiram verificar que o IXN diminuiu significativamente nas HUVEC a sinalização via Akt, 
importante na regulação da sobrevivência celular [DeBusk e colaboradores, 2004]. A proliferação da EC 
está associada ao início da angiogénese e decorre depois à medida que o vaso vai crescendo. A 
sinalização via Erk1/2, que regula o crescimento, a proliferação e a diferenciação celulares [Chen e 
colaboradores, 2005; Mojzis e colaboradores, 2008] diminuiu nos dois tipos de células após o 
tratamento com o IXN. O VEGF regula a viabilidade das EC, a diferenciação das EC nos seus vários 
fenótipos durante o sprouting angiogénico, a proliferação das células stalk que reagem à concentração 
de VEGF na sua proximidade, através da ligação ao VEGFR2 e a migração dos vasos sanguíneos por 
ligação aos receptores VEGFR2 das células tip, sensíveis ao gradiente de concentração de VEGF [De Smet 
e colaboradores, 2009; Ferrara e colaboradores, 2003; Gerhardt e colaboradores, 2003]. O tratamento 
com IXN diminuiu a expressão do VEGFR2 nas EC, assim como a expressão de Ang2 e do seu receptor 
Tie2. A Ang2 é libertada pelas EC na presença de níveis elevados de VEGF ou perante um estímulo 
inflamatório e promove, por ligação ao Tie2, a desestabilização do vaso sanguíneo e o sprouting 
angiogénico [Fiedler e colaboradores, 2006; Kim e colaboradores, 2000; Kim e colaboradores, 2006]. 
Estes resultados estão de acordo com os resultados descritos no capítulo 2, que sugeriam que o IXN 
diminuía a viabilidade, a proliferação e a diferenciação das EC em estruturas semelhantes a capilares, 
atribuindo a este polifenol características anti-angiogénicas. Observando a retina de ratinhos sujeitos a 
injecções intra-peritoneais diárias com IXN, verificou-se que durante a primeira semana após o 
nascimento ocorreu uma diminuição do sprouting angiogénico, sendo visível o aumento do raio 
avascular da camada superficial da retina, diminuindo o comprimento quer das artérias quer das veias 
formadas ao longo desta camada de vasos. Observou-se ainda uma tendência para diminuir o número 
de células tip e de filopodia. As alterações observadas no sprouting angiogénico da retina após o 
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tratamento com IXN confirmaram as propriedades anti-angiogénicas do IXN verificadas por alteração da 
viabilidade, proliferação e diferenciação das EC e estão de acordo com a diminuição da expressão de p-
Akt, p-Erk1/2, VEGFR2, Ang2 e Tie2. Outro ponto sensível à acção deste polifenol parecia ser a ligação 
EC-VSMC, que permite a estabilização do vaso sanguíneo [Gerhardt e Betsholtz, 2003; Hughes e 
colaboradores, 2006]. Para além dos efeitos já descritos na expressão da p-Akt e p-Erk1/2 nas EC, 
verificou-se que o IXN, embora não tenha alterado a expressão de p-Akt nas VSMC, diminuiu a 
expressão de p-Erk1/2 nestas células e diminuiu também a expressão de Ang1. A Ang1, por ligação ao 
Tie2 expresso nas EC, promove a ligação VSMC-EC e a estabilização e maturação do vaso sanguíneo 
[Fukuhara e colaboradores, 2009; Zhang e colaboradores, 2011], podendo ainda durante o primeiro mês 
de desenvolvimento intervir no aumento do diâmetro vascular [Thurston e colaboradores, 2005]. Em 
sintonia com estes resultados, observou-se nas retinas de ratinhos tratados com IXN uma diminuição da 
cobertura dos vasos com células murais e uma diminuição do diâmetro das artérias já formadas, que 
podem ser explicadas pela diminuição da proliferação das células murais e da sua capacidade de 
expressar a Ang1. No entanto, curiosamente, quer no caso da diminuição do sprouting angiogénico, 
quer no caso da diminuição da cobertura dos vasos com células murais o processo parece apenas ser 
retardado, uma vez que há visivelmente reversão dos efeitos observados durante a primeira semana, no 
final da segunda semana de desenvolvimento. Embora não exploradas durante este trabalho, são 
conhecidas as características anti-oxidantes dos polifenóis em geral e do IXN em particular [Gerhauser e 
colaboradores, 2002]. A retina é um tecido metabolicamente muito activo, com abundância em ácidos 
gordos polinsaturados nas membranas celulares e grande exposição à luz, sendo por isso vulnerável às 
ROS [Kalt e colaboradores, 2010; Rhone e Basu, 2008]. Por outro lado, o sprouting angiogénico e a 
formação das várias camadas vasculares na retina são processos energeticamente desfavoráveis e 
geradores de ROS, que parecem diminuir a vascularização, sendo possível que o IXN como anti-oxidante 
favoreça o processo e actue nesta fase como pró-angiogénico, revertendo os efeitos observados 
durante a primeira semana [Uno e colaboradores, 2010]. Foi também interessante verificar que os vasos 
já estabelecidos inicialmente, na parte central da retina, não foram afectados pelo efeito do IXN, o que 
reforça a ideia de que o IXN poderá afectar os vasos ainda imaturos, angiogénicos, sem afectar a 
vasculatura já estabelecida. Esta observação pode ser de uma enorme relevância, tendo em conta a 
eventual utilização deste polifenol no tratamento de patologias em que a angiogénese se encontre 
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excessivamente estimulada. O último ponto que se pretendeu avaliar, como alvo de acção deste 
polifenol, foi a modulação do processo inflamatório. O IXN diminuiu a expressão de TNFα e de NFκB, nas 
EC e nas VSMC, o que explica não só as características anti-inflamatórias observadas anteriormente para 
o IXN, mas também alguns dos efeitos observados nas retinas dos animais tratados com IXN. De facto, 
foi já referido que a angiogénese e a inflamação são processos intrinsecamente relacionados e que 
surgem associados em diversas patologias. A cooperação entre as células inflamatórias e a angiogénese 
na retina é extraordinariamente evidente, o que realça a importância da utilização deste modelo 
quando se pretende estudar os dois processos. Nas retinas dos animais tratados com IXN observou-se 
uma redução do sprouting angiogénico, como previamente referido. Tem sido descrito que os 
macrófagos e a microglia produzem factores solúveis estimuladores do sprouting angiogénico [Fantin e 
colaboradores, 2010; Rymo e colaboradores, 2011]. A diminuição do estímulo inflamatório pode por isso 
comprometer este processo. O NFκB promove a expressão de genes pró-inflamatórios como o da 
molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1) e estimula a secreção de Ang2 [Imhof e Aurrand-Lions, 
2006]. Durante a fase do pruning angiogénico, ocorre a apoptose controlada das EC mediada pela 
adesão de leucócitos activados ao endotélio através da ICAM-1 presente nas EC [Ishida e colaboradores, 
2003]. O tratamento com IXN diminuiu também o pruning vascular durante a angiogénese da retina, 
conduzindo à formação de uma rede vascular mais desorganizada e menos diferenciada, de acordo com 
a diminuição do TNFα e de NFκB. Um estudo recente [Fantin e colaboradores, 2010] veio acrescentar 
mais um ponto de ligação entre o processo inflamatório e angiogénico. Segundo os autores, numa 
situação de hipóxia os macrófagos residentes nos tecidos são conduzidos até à proximidade das células 
tip, libertando moléculas que alteram a diferenciação das EC, preparando-as para a fusão e servindo 
assim de ponte para a anastomose de dois vasos em formação. De acordo com esta hipótese, observou-
se na retina a redução de células da microglia na zona de fusão entre duas células tip, após tratamento 
com o IXN.  A angiogénese na retina tem especificidades próprias do tecido, e a angiogénese fisiológica 
ou patológica são contextualmente diferentes, por isso os resultados devem ser interpretados com 
prudência, até porque as vias moleculares foram estudadas em culturas isoladas de EC e de VSMC, onde 
os efeitos parácrinos não foram avaliados [Sandhu e colaboradores, 2004]. No entanto, dada a 
consistência dos resultados obtidos ao longo de todo o trabalho, mesmo em modelos diferentes, parece 
possível especular que o IXN diminuiu o crescimento vascular, o sprouting angiogénico e a estabilização 
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dos vasos sanguíneos, provavelmente por uma diminuição da expressão de VEGFR2, da modulação do 
sistema-Ang-Tie2 e por redução da sinalização via Akt e Erk nas células vasculares. O IXN também 
diminuiu o NFκB e o TNFα em culturas, demonstrando propriedades anti-inflamatórias que parecem 
consolidar as propriedades anti-angiogénicas do IXN. A actual terapia com factores anti-angiogénicos, 
como os anticorpos anti-VEGF, levanta problemas devido aos efeitos secundários que desenvolve como 
a hipertensão e a interferência com a revascularização do miocárdio em doentes com risco de isquemia 
cardíaca. A perda dos efeitos neurotróficos e vasculotrópicos do VEGF pode também exacerbar a perda 
neuronal e a isquemia no olho de doentes diabéticos, por exemplo. Alguns dos fármacos inibidores do 
VEGF, já validados terapeuticamente, parecem poder induzir uma adaptação do tumor conduzindo à sua 
progressão e a uma maior malignidade, aumentando a sua capacidade invasiva e de metastização. 
Assim, a utilização de compostos que combatam a natureza multifactorial de diversas patologias, 
poderia ter mais capacidade de sucesso, do que a utilização de fármacos que envolvem apenas um alvo. 
Nesse sentido, o IXN parece ser uma molécula com potencial interesse. 
Apesar de muitos estudos sugerirem que os polifenóis contribuem para a manutenção da saúde e 
prevenção de patologia no indivíduo adulto e durante o envelhecimento [Araújo e colaboradores, 2011; 
Dell'Agli e colaboradores, 2004; Faria e colaboradores, 2011; Gerhauser, 2005; Holst e Williamson, 2008; 
Keating e colaboradores, 2009; Monteiro, 2007; Rossi e colaboradores, 2008], a baixa biodisponibilidade 
atribuída de um modo geral aos polifenóis e a dificuldade de associar no Homem um efeito protector 
directamente a um composto têm levantado dúvidas sobre a sua eficácia [Halliwell, 2007; Kay, 2010]. 
No entanto, descrições recentes parecem sugerir que os polifenóis podem atingir concentrações in vivo 
capazes de desencadear respostas biológicas (capítulo 6). 
Apesar de todos os benefícios atribuídos a estes compostos, os polifenóis são xenobióticos, não se 
devendo desprezar a sua eventual toxicidade. De acordo com este pensamento, têm recentemente sido 
atribuídas aos polifenóis propriedades horméticas, uma vez que parecem exercer efeitos benéficos a 
baixas concentrações, estimulando os sistemas protectores celulares e reforçando os mecanismos de 
defesa, enquanto que em concentrações mais elevadas são citotóxicos [Fraga e colaboradores, 2010; 
Gems e Partridge, 2008; Holst e Williamson, 2008; Lambert e colaboradores, 2007; Murado e Vazquez, 
2007; Tosetti e colaboradores, 2009]. As propriedades horméticas dos polifenóis podem ter especial 
relevância na homeostasia vascular [Siow e Mann, 2010].  
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Os polifenóis são absorvidos a nível intestinal, tendo sido identificados no plasma e em diversos órgãos 
[Manach e colaboradores, 2004]. A acumulação nos órgãos e tecidos e os tempos de semi-vida 
plasmática parecem variar com o tipo de polifenol e não apenas com a quantidade ingerida, variando 
também com a espécie animal e entre indivíduos da mesma espécie [Khan e Mukhtar, 2007; Possemiers 
e colaboradores, 2007]. Tem ainda sido referida por diversos investigadores a importância do contexto 
nutricional em que os polifenóis são ingeridos para o seu efeito biológico. Alguns efeitos observados 
após a administração isolada de um polifenol podem ser significativamente diferentes do efeito 
associado à ingestão desse mesmo polifenol, no seu contexto alimentar habitual, em que são ingeridos 
simultaneamente outros polifenóis ou nutrientes [Scholz e Williamson, 2007].  
Apesar da concentração atingida pelos polifenóis no sangue e nos tecidos ser bastante baixa, tem sido 
proposto que a concentração de polifenóis em determinadas estruturas celulares ou tecidos do 
organismo atinja valores relativamente elevados, o que pode explicar a sua bioactividade [Han e 
colaboradores, 2006; Kawai e colaboradores, 2008b; Terao e Piskula, 1999; Wright e colaboradores, 
2010]. A produção recente de anticorpos capazes de reagirem com alguns polifenóis ou seus 
metabolitos [Kawai e colaboradores, 2008a; Wyns e colaboradores, 2011] tem sido particularmente 
importante na identificação das estruturas celulares às quais os polifenóis se conseguem ligar e 
consequentemente em estudos sobre a distribuição destes compostos. O polifenol resveratrol liga-se a 
locais específicos na epiderme, provavelmente um receptor celular, bloqueando mecanismos 
intracelulares reguladores da apoptose e prevenindo o envelhecimento da pele, num processo que é 
independente da sua actividade sequestradora de ROS [Bastianetto e colaboradores, 2010]. Foi também 
descrito que este polifenol se liga a locais específicos da membrana plasmática de células de cérebro de 
Rato. Estes locais de ligação são de natureza proteica, saturáveis, e diferentes polifenóis têm afinidades 
diferentes para este local de ligação, de acordo com o efeito neuroprotector do composto [Han e 
colaboradores, 2006]. As procianidinas, outro tipo de polifenóis, também interagem com proteínas da 
membrana celular e com zonas membranares ricas em colesterol, alterando as características da 
membrana celular e regulando a sinalização celular [Fraga e Oteiza, 2011]. Os polifenóis e seus 
metabolitos permanecem no sistema circulatório durante tempo suficiente para que possam interagir 
com as células da corrente sanguínea. Foi sugerido pelo grupo de Junji Terao que os macrófagos 
activados são um potencial alvo dos polifenóis na aorta dado que, após ingestão oral, metabolitos do 
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polifenol quercetina acumulam-se nas placas ateroscleróticas humanas, mas não em aortas saudáveis, 
associando-se especialmente a macrófagos que constituem as células esponjosas [Kawai e 
colaboradores, 2008a; Kawai e colaboradores, 2008b]. Os polifenóis podem assim acumular-se neste 
tipo de células e locais em concentrações relativamente superiores às que são geralmente assumidas 
para estes compostos, temdo por base as concentrações plasmáticas. Um estudo recente demonstrou 
que a quercetina é internalizada e metabolizada, enzimaticamente, nas plaquetas, num derivado O-
metilado [Wright e colaboradores, 2010]. As plaquetas parecem proteger os tumores da eliminação 
imunológica no sistema circulatório, promovendo a adesão do tumor aos vasos, a proliferação das 
células tumorais e a metastização tumoral através da corrente sanguínea [Gay e Felding-Habermann, 
2011], constituindo interessantes alvos na terapia tumoral e anti-metastização. De acordo com estas 
evidências, é tentador propor que a acumulação dos polifenóis nas plaquetas em circulação pode ser um 
dos mecanismos pelos quais os polifenóis actuam como anti-angiogénicos e anti-carcinogénicos, 
podendo ser libertados aquando da activação das plaquetas e diminuir a viabilidade, a proliferação e a 
invasão das células tumorais no local, aumentando a sua apoptose. Este efeito poderia ainda ser 
potenciado pelas propriedades anti-inflamatórias e anti-angiogénicas que os polifenóis manifestam. Se 
assim fosse, a acumulação dos polifenóis nas plaquetas protegeria da metastização tumoral, à 
semelhança de agentes anti-microbianos actualmente utilizados na terapêutica, como os macrólidos, 
que se concentram nos neutrófilos e que são depois libertados na sua forma activa no local da infecção 
[Mandell e Coleman, 2001]. As plaquetas interagem com EC e VSMC e o seu papel na disfunção 
endotelial também é conhecido. As plaquetas induzem a contracção das VSMC e aumentam a sua 
migração e proliferação, estimulam a acumulação de leucócitos e deste modo o desenvolvimento de 
placas de ateroma. Deste modo a acumulação e metabolização de polifenóis nas plaquetas poderia 
também proteger da disfunção endotelial e da aterosclerose. Não é ainda conhecido se as células que 
constituem os vasos sanguíneos são capazes de metabolizar ou acumular polifenóis, mas a possibilidade 
de os polifenóis poderem de facto acumular-se nas células que circulam na corrente sanguínea é por si 
só aliciante. O esclarecimento desta hipótese não só ajudaria a compreender melhor algumas 
propriedades atribuídas aos polifenóis, como as propriedades anti-angiogénicas e anti-inflamatórias, 
como poderia permitir utilizar esta via como estratégia terapêutica. 
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Da análise global dos resultados obtidos neste trabalho, acima discutidos, podem ser retiradas as 
seguintes conclusões: 
 
1- O XN possui características anti-angiogénicas e anti-inflamatórias in vitro, diminuindo a 
viabilidade, a proliferação e a capacidade invasiva das EC e das VSMC.  
O IXN apresentou efeitos in vitro semelhantes ao XN, nos dois tipos de células. 
O efeito do IXN parece ser mais pronunciado nas EC e o do XN nas VSMC. 
2- As propriedades anti-angiogénicas e anti-inflamatórias do XN e do IXN foram confirmadas in vivo 
com o modelo de implante de Matrigel® e no modelo de cicatrização. O efeito destes polifenóis 
parece ser sobretudo sobre os vasos angiogénicos e não sobre os vasos estabilizados. 
3- A 8PN manifestou características pró-angiogénicas nos ensaios in vitro, aumentando a 
viabilidade e a proliferação das células endoteliais, diminuindo a sua apoptose, e promovendo a 
formação de estruturas semelhantes a capilares em culturas de EC em Matrigel®. In vivo a 8PN 
parece estimular a formação de novos capilares assim como o estado inflamatório durante o 
processo de cicatrização.  
4- A ingestão de cerveja fortificada com XN num modelo animal exerceu efeitos quer a nível local 
quer a nível sistémico, favorecendo a resolução da fase inflamatória durante o processo de 
cicatrização, e conduzindo consequentemente a um processo angiogénico mais controlado, o 
que melhorou a cicatrização.  
5- A catequina exerceu efeitos distintos na angiogénese, inibindo-a apenas na presença de um 
forte estímulo angiogénico, como o VEGF, sem afectar a vasculatura pré-existente. 
6- O IXN diminuiu o crescimento vascular, o sprouting angiogénico e a estabilização dos vasos 
sanguíneos, provavelmente por uma diminuição da expressão de VEGFR2, da modulação do 
sistema-Ang-Tie2 e por redução da sinalização via Akt e Erk nas células vasculares. O IXN 
também diminuiu o NFκB e o TNFα em culturas celulares de EC e de VSMC, demonstrando 
propriedades anti-inflamatórias que parecem consolidar as propriedades anti-angiogénicas do 
IXN. 
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Figura 6 – Representação esquemática dos mecanismos propostos de intervenção do isoxanto-humol 
(IXN) na modulação dos processos angiogénico e inflamatório.       Inibição pelo IXN. 
 
Apesar da baixa biodisponibilidade atribuída de um modo geral aos polifenóis, descrições recentes 
parecerem sugerir que os polifenóis podem atingir concentrações in vivo capazes de desencadear 
respostas biológicas, sendo acumulados e metabolizados em determinadas células como os macrófagos 
e as plaquetas. 
Esta possibilidade vem fortalecer a nossa hipótese de que os polifenóis com propriedades anti-
inflamatórias, nomeadamente o IXN, possam ir modulando os microambientes celulares na sua 
proximidade, restringindo a inflamação e proporcionando uma melhor regulação do processo 
angiogénico, na medida em que esta regulação pode ir sendo afinada, à medida que o microambiente 
celular se vá alterando.  
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A actuação simultânea destes polifenóis nos processos inflamatório e angiogénico pode ser a chave para 
uma terapia mais eficaz nas lesões crónicas e num grande número de patologias actuais em que a 
angiogénese e a inflamação estão desreguladas.  
Foi ainda possível constatar que polifenóis com estruturas químicas muito semelhantes podem ter 
efeitos biológicos muito distintos ou mesmo opostos, o que recomenda prudência na utilização 
indiscriminada de suplementos alimentares ricos em polifenóis. 
 
Como sempre acontece em qualquer trabalho científico, muito ficou ainda por fazer. 
De modo a continuar o objectivo a que nos propusemos de estudar a modulação da angiogénese e 
inflamação por polifenóis, seria agora interessante confirmar in vivo a modulação pelo IXN das vias 
moleculares para as quais se observaram alterações da sinalização em culturas de células vasculares, 
assim como confirmar os locais específicos de regulação resultantes da acção do IXN. Pretendemos 
ainda aprofundar o efeito pró-angiogenico da 8PN e verificar se esse efeito é ou não dependente dos 
estrogénios. Os resultados obtidos com a 8PN podem revestir-se de particular interesse em patologias 
caracterizadas por um défice angiogénico. A alteração da relação estabelecida entre as EC e as VSMC é 
um dos primeiros efeitos observados nos vasos de diversas patologias como na retinopatia diabética e 
nalgumas patologias associadas à degradação neurovascular. No cancro tem também sido sugerido que 
uma melhoria da ligação EC-VSMC poderia diminuir a metastização tumoral. Por isso, o estudo da 
modulação pelos polifenóis dos factores e vias moleculares envolvidas nesta ligação merece ser mais 
aprofundado.  
Finalmente, a confirmação do efeito dos polifenóis na inflamação e angiogénese em modelos animais de 
patologia, como por exemplo em animais diabéticos é imperativo para dar consistência aos resultados 
agora obtidos. 
O conhecimento mais aprofundado da interacção dos diversos polifenóis com os componentes celulares 
e suas consequências biológicas contribuirá seguramente para o desenvolvimento de estratégias 
nutricionais e farmacológicas orientadas no sentido da promoção da saúde e da prevenção da doença.  
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A angiogénese é um processo fundamental durante o desenvolvimento do organismo e, apesar de, em 
geral, quiescente no adulto, ocorre em situações fisiológicas como o ciclo reprodutivo na mulher ou a 
cicatrização. É um processo complexo, que envolve a interacção entre diferentes tipos de células como 
as células endoteliais, as células murais, as células inflamatórias e as células do estroma. É regulada pelo 
balanço entre factores activadores e inibidores deste processo podendo, em determinadas situações 
patológicas, estar desregulado, como na aterosclerose, no cancro, na diabetes, na isquemia do 
miocárdio. A inflamação crónica e a angiogénese são dois processos que ocorrem muitas vezes 
associados em várias destas patologias e evidências cada vez maiores sugerem que a inflamação é um 
estimulador de diversas fases do processo angiogénico. A ingestão de uma dieta rica em polifenóis 
diminui a incidência de patologias como as doenças cardiovasculares, o cancro, a diabetes tipo 2 e as 
doenças neurodegenerativas. Os polifenóis manifestam uma actividade biológica vasta, incluindo 
propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatórias, anti-tumorais e anti-angiogénicas.  
Neste trabalho estudou-se a acção de polifenóis sobre as células endoteliais e de músculo liso vascular, 
de modo a compreender como os polifenóis actuam nestas células e regulam a angiogénese e a 
inflamação. Foram também utilizados modelos animais com o intuito de compreender as repercussões 
da possível modulação destes processos em condições fisiopatológicas.  
O xanto-humol diminuiu, de um modo geral, a viabilidade, a proliferação e a capacidade invasiva das 
células endoteliais e de músculo liso vascular, e aumentou a apoptose dos dois tipos de células. Este 
polifenol diminuiu ainda a formação de estruturas capilares na presença de Matrigel®. O tratamento 
com xanto-humol pareceu afectar os vasos angiogénicos mais imaturos, sugerindo um efeito protector 
da estrutura vascular já estabelecida. Resultados muito semelhantes foram obtidos com o isoxanto-
humol. Curiosamente, o efeito do isoxanto-humol tendeu a ser mais pronunciado nas células 
endoteliais, enquanto o xanto-humol pareceu actuar mais eficazmente nas células de músculo liso 
vascular. As propriedades anti-angiogénicas e anti-inflamatórias destes polifenóis foram confirmadas in 
vivo no modelo de implante de Matrigel® e no modelo de cicatrização. A aplicação tópica destes dois 
polifenóis na zona de cicatrização resultou na redução do número de vasos sanguíneos, sobretudo a 
nível dos microvasos, e numa redução da zona de cicatrização, sugerindo que o efeito destes compostos 
é sobretudo sobre os vasos angiogénicos ainda em formação e não sobre os vasos estabilizados. 
Os resultados obtidos com a 8-prenilnaringenina pelo contrário demonstraram que este polifenol possui 
características pró-angiogénicas sustentadas, nos ensaios in vitro e in vivo. A 8-prenilnaringenina 
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aumentou a viabilidade e a proliferação das células endoteliais e diminuiu a sua apoptose, ao mesmo 
tempo que estimulou a formação de estruturas tubulares de células endoteliais em Matrigel® e 
aumentou a formação de novos capilares e o estímulo inflamatório durante o processo de cicatrização. 
Numa outra abordagem, foi testado o efeito de um alimento fortificado com xanto-humol no modelo de 
cicatrização. Os resultados sugerem que a ingestão de cerveja fortificada com xanto-humol exerceu 
efeitos quer a nível local quer a nível sistémico, diminuindo a resposta inflamatória, favorecendo a 
resolução da fase inflamatória durante o processo de cicatrização, e conduzindo consequentemente a 
um processo angiogénico mais controlado, o que melhorou a cicatrização.  
A catequina, outro polifenol mais abundante a nível alimentar exerceu efeitos distintos na angiogénese, 
inibindo-a apenas na presença de um forte estímulo angiogénico, como o VEGF. A ausência de efeitos 
observada nos tratamentos com catequina na vasculatura madura realça o seu potencial interesse no 
tratamento de patologias em que ocorre um forte estímulo angiogénico. 
A utilização do modelo de sprouting angiogénico da retina e de culturas de células endoteliais e de 
músculo liso vascular permitiram ainda constatar que o isoxanto-humol diminuiu o crescimento 
vascular, o sprouting angiogénico e a estabilização dos vasos sanguíneos, provavelmente por uma 
diminuição da expressão de VEGFR2, da modulação do sistema-Ang-Tie2 e por redução da sinalização 
via Akt e Erk nas células vasculares. O isoxanto-humol também diminuiu o NFκB e o TNFα em culturas 
celulares de células endoteliais e de músculo liso vascular, possuindo propriedades anti-inflamatórias 
que parecem consolidar as suas propriedades anti-angiogénicas. 
Apesar da baixa biodisponibilidade atribuída de um modo geral aos polifenóis, descrições recentes 
parecerem sugerir que os polifenóis podem atingir concentrações in vivo capazes de desencadear 
respostas biológicas, sendo acumulados e metabolizados em determinadas células como os macrófagos 
e as plaquetas. As propriedades anti-angiogénicas e anti-inflamatórias demonstradas ao longo deste 
trabalho para o xanto-humol e isoxanto-humol e para a catequina em situações de forte estimulação 
pelo VEGF, assim como as características pró-angiogénicas da 8-prenilnaringenina, podem sustentar um 
aconselhamento nutricional ou constituir um alvo terapêutico/preventivo muito interessante em 
patologias em que a angiogénese e a inflamação se encontram desreguladas.  
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Angiogenesis is a crucial process in development and in adult physiological events such as female 
reproductive cycle or wound healing. It is a complex multi-step process which involves multiple cell-to-
cell interactions among endothelial, mural, inflammatory and stromal cells. The dynamic balance 
between pro- and anti-angiogenic factors underlies the strict regulation of all angiogenic processes. The 
loss of this balance is believed to be responsible for the development of several pathologies, such as 
atherosclerosis, cancer, diabetes and myocardial ischemia, or their associated complications. 
Angiogenesis and chronic inflammation are interdependent in several of these pathologies and a great 
amount of evidence suggests that inflammation acts as a stimulator of several stages of the angiogenic 
process. 
It is known that polyphenol-rich diet consumption reduces the incidence of cardiovascular diseases, 
cancer, type 2 diabetes and neurodegenerative diseases. Polyphenols are indeed bioactive compounds 
which have shown to possess anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-cancer and anti-angiogenic 
properties. 
In this work we studied the effect of polyphenols on endothelial and vascular smooth muscular cells, in 
order to unravel the molecular mechanisms for polyphenol action, particularly in what concerns the 
regulation of angiogenesis and inflammation. We also studied the impact of the modulation of these 
processes in physiopathological conditions, using experimental animal models.   
Xanthohumol was able to reduce endothelial and vascular smooth muscle cell viability, proliferation, 
invasive capacity and to stimulate apoptosis in both cell types. This polyphenol also reduced capillary-
like structure formation in the presence of Matrigel®. Xanthohumol exposure seemed to affect the more 
immature angiogenic vessels, suggesting a protective effect over previously established vascular 
structures. Similar results were obtained with isoxanthohumol. Curiously, this polyphenol seemed to be 
more effective on endothelial cells, whereas xanthohumol seemed to be more effective on vascular 
smooth muscle cells. 
The observed anti-angiogenic and anti-inflammatory effects of xanthohumol and isoxanthohumol were 
further confirmed in vivo using the Matrigel® plug and the wound healing models. Topical 
administration of either polyphenols on the healing area produced a reduction in the number of blood 
vessels, particularly at the microvessel level, and a reduction in the total area of healing, suggesting that 
xanthohumol and isoxanthohumol act mainly upon newly forming angiogenic vessels and not upon 
stabilized ones. 
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Contrary to xanthohumol and isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin exerted a sustained pro-angiogenic 
activity both in vitro and in vivo. It increased the viability and proliferation and decreased apoptosis of 
endothelial cells. Simultaneously it stimulated the organization of endothelial cells in tubular structures, 
over Matrigel®, and enhanced both new capillary formation and the pro-inflammatory stimulus during 
the wound healing process.  
In another context, we also tested the effects of a xanthohumol-enriched diet using the wound healing 
experimental model. Our results suggest that the ingestion of xanthohumol-fortified beer exerted both 
local and systemic effects, namely decreasing inflammatory response, facilitating inflammatory phase 
resolution during wound healing thus leading to a strictly controlled angiogenic process that improved 
healing. 
Catechin, a common polyphenol in human diet, had distinct effects on angiogenesis, inhibiting it only 
when a strong angiogenic stimulus like VEFG was applied. The lack of effect observed when mature 
vasculature was treated with catechin highlights its potential interest in the treatment of pathologies 
where a strong angiogenic stimulus exists.  
The retina sprouting angiogenic model, endothelial cell culture and vascular smooth muscle cell culture 
allowed to observe that isoxanthohumol decreased vascular growth, the angiogenic sprouting and the 
boll vessel stabilization. These effects may be due to a decrease of VEGFR2 expression, to a modulation 
of the Ang-Tie2 system and/or by a signaling reduction of Akt and Erk pathways in vascular cells. 
Isoxanto-humol also decreased NFκB and TNFα in endothelial and vascular smooth cells, showing anti-
inflammatory properties which seems to reinforce the anti-angiogenic properties of this polyphenol. 
Despite the low bioavailability attributed to polyphenols in general, recent works suggest that these 
compounds can achieve in vivo concentrations able to trigger biological responses, and that they could 
be accumulated and metabolized in some cells like macrophages and platelets. The anti-angiogenic and 
anti-inflammatory properties of xanthohumol, isoxanthohumol and catechin in a situation of strong 
stimulus by VEGF, as well as the pro-angiogenic characteristics of 8-prenylnaringenin may support 
nutritional recommendations or may constitute an interesting therapeutic/preventive target in 
pathologies where angiogenesis and inflammation are deregulated.  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“A pedra não tem esperança de ser outra coisa que não pedra.  
  Mas ao colaborar, ela congrega-se e torna-se templo.”  
Antoine de Saint-exupéry, in Cidadela   
 
   “Ainda que de abóbadas imperfeitas, porque livres.” 
     Ruy Belo 
 
